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  GH3/B6 يهيپوفيز در دودمان سلولي و نكروز به وسيله اسيد پكتيك وزتپوپآ القاي
  1لادن دلفي و 3بهرام گليايي ،2سهيلا اژدري ،*1، حوري سپهري1فرنوش عطاري

  گروه فيزيولوژي جانوري، دانشكده زيست شناسي ،دانشگاه تهران ،تهران 1
  وژيگروه ايمونول ،انستيتو پاستور ،تهران 2

  مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك، دانشگاه تهران، نتهرا 3

  4/12/87: تاريخ پذيرش   4/12/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

آپوپتوز در واقع يك . مي باشدسلولهاي يوكاريوتي  در مرگ لاشكاترين  مرگ برنامه ريزي شده سلولي يا آپوپتوز يكي از شايع 
 in vivo اثرات آپوپتوزي مشتقات پكتيني در شرايط. هوموستازي مي شود مكانيسم خودكشي فيزيولوژيكي است كه باعث حفظ

اين ماده . بررسي شده است GH3/B6 روي آپوپتوز سلولهايبر  در اين مطالعه اثر اسيد پكتيك. تمشاهده شده اس in vitro و
. مي گردداز سلولهاي سرطاني گياهي را تشكيل مي دهد و سبب مهار رشد متاست سلولهاي بخش عمده پلي ساكاريدهاي ديواره

هيپوفيز موش كلون شده اند و به ويژه داراي قدرت سنتز و ترشح  تومور سلولهاي لاكتوتروپ هستند و از GH3/B6سلولهاي 
 15غني شده با  Ham’s F12 در محيط كشتسلولها  ،در اين مطالعه. مي باشند )PRL( و پرولاكتين )GH( هورمونهاي رشد

 مقادير تأثيرتحت  سلولها ،انكوباسيون پيشروز  3پس از  .سرم جنين گاو كشت داده شدند درصد 5/2سرم اسب و  درصد
 عامل شناخته شده، بروموكريپتين در اين آزمايش كنترل مثبت. دقرار گرفتن ساعت 48و 24، 6مختلف اسيد پكتيك در زمانهاي 

يي سلولها در حضور مقادير مختلف اسيد پكتيك و بروموكريپتين درصد زيستا. انتخاب گرديد لقا كننده آپوپتوز در اين سلولهاا
تغييرات هسته  )EB( و اتيديوم برمايد )AO( سپس با استفاده از رنگ آميزي آكريدين ارنج. بررسي شد MTTتوسط تست 

مشخص سلولها  ميزان آپوپتوز در  TUNELو تست روش فلوسايتومتري همچنين با استفاده از. قرار گرفتسلولها مورد بررسي 
و  مي يابدكه در حضور مقادير مختلف اسيد پكتيك درصد زيستايي سلولها بطور معنا داري كاهش  دادندنشان  هاآزمايش. گرديد

 غلظتاز  دوزاسيد پكتيك در يك حالت وابسته به ساعته  24انكوباسيون نشان داد كه  TUNELو تست  AO/EBرنگ آميزي 
µg/ml 250  تا غلظتmg/ml 1 مشخص  همچنين نتايج رنگ آميزي فلورسنت .سلولها مي شود بب القاي آپوپتوز در اينس
  .)p<0.001( شودمي سبب ايجاد نكروز  )mg/ml5 تا  mg/ml 1( كه اسيد پكتيك با غلظتهاي بالا نمود

  ،هيپوفيز GH3/B6 پكتين ، آپوپتوز، سلول :كليدي واژه هاي
 hsepehri@khayam.ut.ac.ir: پست الكترونيك ،61112626: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
فيزيولوژيكي است كه موجب كنترل تعداد  يفرآيندآپوپتوز 
هر سلول به طور . گردددر بافتها و اندامها مي  سلولها

ژنتيكي داراي عواملي است كه مي تواند آن را به طرف 
آپوپتوز تمايز سلولي و . مرگ برنامه ريزي شده هدايت كند

عوامل خارج سلولي . خهاي ايمني را نيز تنظيم مي كندپاس
نظير استرسهاي مختلف سلولي و غيره مسير هاي مختلف 

در طي روند آپوپتوز سلول ). 6( آپوپتوز را فعال مي كنند
سپس  ،ي مجاور جدا مي شودسلولهاچروكيده شده و از 

هسته قطعه قطعه و اندامكها در وزيكول هاي غشايي بسته 
 مي فاگوسيتهي اطراف سلولهار نهايت توسط بندي و د

دهد كه  پوپتوز التهاب رخ نميآ فرآينددر  بنابراين، دشو
 مي باشدنكروز  باآپوپتوز  همين عامل يكي از تفاوتهاي
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خانواده اي از پلي ساكاريد هاي پيچيده مي  پكتين). 6(
باشد كه در گياهان به عنوان ماده نگه دارنده شبكه 

 65ساختمان پكتين حاوي حداقل . كند سلولوزي عمل مي
سه دومين ساختاري  ،گالاكتورونيك اسيد درصد

. مي باشد IIو  Iهوموگالاكترونان، رامنوگالاكترونان 
مشخص شده كه پكتين قادر به كاهش گلوكز و كلسترول 

 استفاده از پكتين در درمان). 19( سرم خون مي باشند
لون مشخص وو كسرطانها به ويژه سرطان پروستات  برخي

كه خاصيت  مي دهندنشان  مطالعات. )13و 5( شده است
درماني پكتين در موارد سرطاني به دليل مهار متاستاز، القاي 

زايي سرطاني و در مواردي نيز مهار رگ يسلولهاآپوپتوز در 
  ). 11( در تومور اوليه مي باشد

ص مشخ شيرزا در مطالعات انجام شده روي عصاره گياهان
ين گياهان را دو پلي ساكاريد به فعال ا بخش شده كه

 گلوكان تشكيل مي دهند-βنامهاي اسيد پكتيك و 
 سنتز وبه منظور بررسي اثر تحريكي اين مواد بر .)17و16(

به عنوان يك ابزار  GH3/B6ي سلولها ،ترشح پرولاكتين
مناسب در مطالعه اندوكرينولوژي در سطح سلولي استفاده 

يك زير كلون مشتق از  GH3/B6ي سلولها. دنشو مي
مشترك  ويژگيهايباشند كه  مي MtT/w5تومور هيپوفيزي 

 طبيعيي لاكتوتروپ و سوماتو لاكتوتروپ سلولهازيادي با 
مدل مناسبي براي مطالعه تنظيم عملكرد  بنابراين دارند و
بررسي اثر اسيد . )4( ي مترشحه پرولاكتين هستندسلولها

نشان دهنده  GH3/B6وفيزي پكتيك بر دودمان سلولي هيپ
مدت به تحريك ترشح پرولاكتين در انكوباسيون كوتاه 

در انكوباسيون  ، اما)1( ه استوسيله اين پلي ساكاريد بود
ا طولاني مدت كاهش ترشح پايه پرولاكتين در مقايسه ب

از طرف . )18( ه استنمونه هاي كنترل مشاهده گرديد
پكتين ها اثر ضد  د كهنده مي ديگر پژوهشهاي اخير نشان

سبب القاي  نيز و شتهي سرطاني داسلولهامتاستازي در 
 vivo آپوپتوز در سلولهاي توموري و سرطاني در محيطهاي

in و in vitro درمطالعه  لذا ،)15 و 14 ،8 ،5( گردد مي
كه  )گالاكتورونيك اسيد( آپوپتوزي اسيد پكتيك ر اثرضحا

مورد  GH3/B6ي سلولهاروي  ،پكتين سيب مي باشد
 .بررسي قرار گرفته است

  هامواد و روش
سسه ؤاز طرف م اهدايي( GH3/B6ي سلولها: كشت سلول

INRA( در محيط Ham’s F12 )Gibcoغني شده  )، آمريكا
 Hi( سرم جنين گاو درصد 5/2سرم اسب و  درصد 15با 

Mediaانكوباسيون  پيش زمان. كشت داده شدند) ، هند
با  سلولهاسپس  ،شد گرفته سه روز در نظر سلولهاي برا

 و mg/ml 5 ،5/2 ،1( غلظتهاي مختلف اسيد پكتيك
µg/ml 750 ،500 ،250، 100 ( 48و  24،  6در زمانهاي 

 براي اثر دادن اسيد پكتيك .ساعت تحت تيمار قرار گرفتند
)Flukaاين ماده در محيط كشت كامل حل شده )، آمريكا ،

استفاده  nm 2/0 افذبا من از فيلتر آن و براي استريل شدن
با غلظت ) ، آمريكاSigma Aldrich( از بروموكريپتين .شد
µm 35  به عنوان كنترل مثبت جهت القاي آپوپتوز در اين

  .)9( داستفاده گردي سلولها

، MTT )Sigma Aldrichرنگ : سنجش ميزان بقاي سلولي
مازان تغيير پيدا ي زنده به بلور هاي فورسلولهار د )آمريكا
د كه ميزان فورمازان توليد شده نشانگر تعداد مي كن
هر  سلول در 104تعداد  در ابتدا. ي زنده مي باشدسلولها
خانه اي كشت داده شدند و به  96 كشت وفظر خانه از
درجه سانتي گراد با مقدار  37ساعت در دماي  3مدت 

mg/ml 5/0 سپس محيط رويي . از اين رنگ انكوبه شدند
دي  ul 100راي حل شدن بلورها خارج شده و ب سلولها

به هر خانه اضافه شد و ) DMSO( متيل سولفو اكسايد
توسط دستگاه الايزا  nm 570در طول موج  آنهاجذب 

  .)3( ريدر خوانده شد

براي رنگ آميزي  :بررسيهاي ميكروسكوپ فلورسنت
و  )EB(از رنگهاي فلورسنت اتيديوم برمايد سلولهاهسته 

به  )Sigma( AO. فاده گرديداست) AO(اكريدين ارنج 
را سبز  آنهانفوذ كرده و هسته ) مرده يا زنده( سلولهاتمامي 
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يي كه استحكام غشاي خود را سلولهافقط به  EB. كند مي
. از دست داده باشند جذب شده و هسته را قرمز مي كند

ي زنده سلولها ،اخت و رنگ سبزيي با هسته يكنوسلولها
ي با هسته سبز رنگ و قطعه يسلولهادر حالي كه  ،ستنده

يي كه سلولها. نگر آپوپتوز اوليه مي باشنداقطعه شده نماي
هسته قطعه قطعه  داراي در مرحله آپوپتوز ثانويه هستند

 به صورت هسته اگر و بودهشده و نارنجي رنگ 
آنها  رد نشان دهنده نكروزد باش ينارنج ، به رنگيكنواخت

  . )20( است

كنترل بعد  سلولهاي مار شده وسلولهاي تي :TUNEL تست
 شستشو PBSبار با  3جدا شده و انكوباسيون ساعت 24از 
 درصد 4در محلول سپس به مدت يك ساعت ، شدند داده

 به منظور انكوبه شدند اتاقپارافرمالدئيد دردماي 
-Triton xمحلول  در دقيقه 2سلولها به مدت  ،نفوذپذيري

 TUNEL كنشوا محلول پس از آن .ندگرفت قرار 100
)Roche Diagnosticsبه سلولها اضافه شده و به ) ، آلمان

درجه ودر تاريكي انكوبه  37در دماي  مدت يك ساعت
 Terminal deoxynucleotidyl در اين روش آنزيم .شدند

transferase نوكلئوتيدهاي  باعث اتصال ،در محلول موجود
كه ( شكسته شده DNAبه انتهاي آزاد  فلورسئين هب متصل

آن  و مي گردد) مي باشدپوپتوتيك آاز مشخصه هاي سلول 
سلول در هر نمونه توسط  104سپس . كند را نشاندار مي

 در انستيتو پاستور) FACS Calibur( دستگاه فلوسايتومتري
  .گرديدشمارش 

آناليزهاي آماري با استفاده از نرم افزار  :آناليز آماري
INSTAT  و تست پارامتريكANOVA فه انجام يك طر
معني دار در نظر گرفته شده و نتايج  ≥P 05/0 .شده است

  .نشان داده شده است SEM ±به صورت ميانگين 

  نتايج
نتايج : كاهش بقاي سلولهاي تيمار شده با اسيد پكتيك

تحت  ساعته 6كه در انكوباسيون  نشان داد  MTTتست 

سلولها در مقايسه با گروه  بقايدرصد  ،اسيد پكتيك اثر
 ترل كاهش معني داري نشان نمي دهد در حالي كهكن

ساعته نشان دهنده كاهش معني دار  48و  24انكوباسيون 
بقاي سلولهاي تيمار شده با افزايش غلظت اسيد پكتيك 

 48تحت تيمار  يكه بقاي سلولها يياز آنجا ).1شكل ( بود
لذا  داد،ساعت نشان ن 24ساعت تفاوت معنا داري با تيمار 

ساعت انكوباسيون زمان بهينه براي مشاهده  24مدت زمان 
در هر  .اثر اسيد پكتيك در اين سلولها در نظر گرفته شد

بار  3و هر آزمايش  انجام تكرار از هر نمونه 4آزمايش 
ميزان درصد بقا توسط فرمول زير محاسبه و . تكرار گرديد

ترسيم  Excellنمودار بقاي سلولها با استفاده از نرم افزار 
  .شد
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ساعت تيمار در  24پس از  GH3/B6ي سلولهادرصد بقاي  -1شكل

 µg/ml500اسيد پكتيك از غلظت . غلظت هاي متفاوت اسيد پكتيك
سبب كاهش معنا دار بقاي سلولها در مقايسه با گروه كنترل ميشود 

)p<0.001  *** = وn=3 .(  

 /ميانگين جذب نمونه هاي تيمار شده  =درصد بقا 

  100×ونه هاي كنترل ميانگين جذب نم

يكروسكوپي با ر بررسيهاي مد :بررسي آپوپتوز و نكروز
پوپتوتيك و آتعداد سلولهاي  AO/EBهاي فلورسنت رنگ

به ) سلول 300حداقل (ا نكروتيك و نيز تعداد كل سلوله
و هر آزمايش شمارش  هاي مختلف زمينهطور تصادفي در 

 استمشخص  2B همان طور كه در شكل .بار تكرار شد 3
بيشترين درصد آپوپتوز در گروه تيمار شده با اسيد پكتيك 

mg/ml 1  درصد 7/53 ± 82/1حاصل گرديد كه برابر با 
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اين مقدار در گروه تيمار شده با . )p < 0.001(است 
) p < 0.001( درصد 47/41 ± 33/1برابر با بروموكريپتين 

ي روي تأثير µg/ml 500 تا µg/ml 100غلظتهاي  .بود
بيشترين درصد  اما .شتد نكروز در اين سلولها نداايجا

 mg/ml 5در گروه تيمار شده با اسيد پكتيك نكروز 
 p( مي باشد درصد 47/27 ± 49/1با برابر  مشاهده شد كه

  .)2Aشكل  (، )0.001 >
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اسيد پكتيك درصد نكروز به شكل معنا  mg/ml  1از غلظت. درصد سلولهاي نكروز شده با رنگ اميزي اتيديوم برمايد و اكريدين اورنج - A -2شكل

  ).n=3 و = *  p<0.05و = ***  p<0.001(داري در مقايسه با كنترل افزايش مي يابد 

B- افزايش معني دار آپوپتوز در مقايسه با گروه كنترل در غلظتهاي بالاتر . درصد سلولهاي آپوپتوز شده با رنگ اميزي اتيديوم برمايد و اكريدين اورنج
 ).n=3و = ***  p<0.001 (اسيد پكتيك مشاهده ميشود  µg/ml 250از

 

 

   
  

  

 

 

 

 
 Aي نكروتيك و سلولها Nي زنده، سلولهانشان دهنده  L .40با بزرگنمايي  AP/EBبررسي آپوپتوز و نكروز به وسيله رنگهاي فلورسانت  -3شكل 
 .ي آپوپتوتيك مي باشدسلولها

همان طور كه در : TUNELتست  تعيين ميزان آپوپتوز با
مشاهده مي شود درصد ميزان آپوپتوز محاسبه شده  4شكل 

توسط دستگاه در يك حالت وابسته به دوز تا 
 .ستاكرده يدا اسيد پكتيك افزايش پ mg/ml  1غلظت

 درصد 4/18برابر با  µg/ml  100درصد آپوپتوز در گروه
 µg/mlدر گروه  درصد 7/35برابر با  µg/ml 250 در گروه

ميزان  mg/ml  1و در غلظت درصد 5/51برابر با  750
. يافته استنسبت به نمونه شاهد افزايش  درصد 60آپوپتوز

اهش ك mg/ml  5در بيشترين غلظت اسيدپكتيك يعني ولي
د به گرديمشاهده  mg/ml  1درصد آپوپتوز نسبت به نمونه

 درصد 46به  mg/ml 5طوري كه ميزان آپوپتوز در غلظت 
  با  تيمار تحت  نمونه  در  آپوپتوز  درصد   .تاس  رسيده

A B

 كنترل 1mg/mlاسيد پكتيك
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  .دبو درصد 5/54 برابر باميكرومولار 35 بروموكريپتين 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 
  

  

  

درصد آپوپتوز در  - b،  درصد 97/0ي كنترل برابر با سلولهادر ) توسط دستگاه فلوسايتومتري( TUNELدرصد آپوپتوز با تست  a - -4 شكل
 mg/mlاسيد پكتيك با غلظت  تأثيري تحت سلولهادرصد آپوپتوز در  -c ، درصد 8/60برابر با  mg/ml1 د پكتيك با غلظت اسي تأثيري تحت سلولها

 مي باشد درصد 49/54برابر با  µm35 بروموكريپتين با غلظت  تأثيري تحت سلولهادرصد آپوپتوز در  -  d ، درصد 6/46برابر با  5

  بحث
ي است كه در ديواره پكتين پلي ساكاريد طبيعي گياه

مطالعات اخير نشان . سلولي گياهان به وفور يافت مي شود
در سلولهاي  تواند متاستاز سرطاني مي دهند كه پكتين مي

اكثر تحقيقات ). 13و 5(را مهار كند  پروستات و كلون
را بر روي سلولهاي  مركبات تغيير يافتهپكتين  اثر پيشين

اثرات مهاري  ).13و 11 ،10(سرطاني بررسي كرده اند
 3پكتين در مهار متاستاز از طريق اتصال آن به گالكتين 

). 7(گيرد  صورت مي) لكتين متصل شونده به گالاكتوزيد(
گالكتين پروتئينهاي متصل شونده به كربوهيدراتهاي ويژه 

هستند كه به وفور روي سطح سلولهاي سرطاني وجود 
ت شده در اين پروتئينها داراي يك توالي حفاظ. دارند

خود هستند كه تمايل دومين متصل شونده به كربوهيدرات 
  ). 7 و 2(د ندار را زيادي به اتصال با بتا گالاكتوزيدها

 GH3/B6اسيد پكتيك بر دودمان سلولي اثر  اتمطالعنتايج 
كه اين ماده قادر به القاي افزايش  است مطلبيد اين ؤم

يون كوتاه وباسي انكنهاادر زم سلولهاقدرت ترشحي اين 
افزايش زمان  اما ،)1( مي باشد) دقيقه 30(مدت 

 سلولهااين  در اسيد پكتيكبا تراكم بالاي  انكوباسيون
تغييرات مورفولوژيكي و نيز كاهش ميزان ترشح  همراه با

 درصد 0.97

a) 

 درصد 60.8

b) 

 درصد 46.6

c) 

 درصد 54.49

d) 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1388 پائيز، 3، شماره 22جلد                                                                                                                مجله زيست شناسي ايران   

503 

 

ر ضدر مطالعه حا لذا ،)18و  1( مي باشد پرولاكتين پايه
روي ثر آپوپتوز ؤنقش اسيد پكتيك به عنوان القا كننده م

  .مورد بررسي قرار گرفت GH3/B6سلولهاي 

ان مي دهد كه شن حاضر نتايج به دست آمده از پژوهش 
و  24 انكوباسيون ينهااغلظتهاي بالاي اسيد پكتيك در زم

ي زنده سلولهادرصد  معني دارساعت سبب كاهش  48
تغيير زيادي در ) ساعت 6(نكوباسيون كوتاه مدت ا شده و

مطالعه اي كه روي  در .جاد نمي كنداي سلولهاميزان بقاي 
 ،صورت گرفته HT29 آدنوكارسينوماي كولون سلولهاي

مشاهده ساعت با پكتين  48پس از  لهالوكاهش بقاي اين س
رنگ توسط  هابررسي وضعيت سلول). 12(شده است 

كه اسيد پكتيك از غلظت  دهد مينشان ميزي فلورسنت آ
µg/ml 250  تاmg/ml 1 ته به دوز حالت وابس يك در
گروه كنترل مي  در مقايسه باافزايش ميزان آپوپتوز  سبب
به  mg/ml 1غلظت در به طوري كه درصد آپوپتوز . گردد

در رنگ آميزي مشابه توسط  .رسد مي بيشترين ميزان خود
در سلولهاي سرطاني مالتيپل ميلوماي تيمار رنگ فلورسانت 

عه شده نسبت ا با هسته قطعه قطشده با پكتين، تعداد سلوله
پكتين مي تواند . افزايش نشان مي دهد كنترلگروه  به

سبب افزايش درصد آپوپتوز در سلولهاي مالتيپل ميلوماي 
مقاوم به شيمي درماني گردد بدون آنكه كاهش معني داري 

 پژوهشهاي تازه. )3(در بقاي سلولهاي عادي ايجاد كند 
 ن ميتواندپكتي مانندنشان داده اند مصرف فيبرهاي غذايي 

آپوپتوز در سلولهاي كولونوسيت موشي كه سرطان  القاي
همچنين ديده شده است ). 15( گردد را موجب كولون دارد

 با پكتين HT29كه تيمار سلولهاي آدنوكارسينوماي كولون 
و ميزان آپوپتوز را به  3افزايش معني دار فعاليت كاسپاز 

اد شده توسط ييد اينكه مرگ ايجأبراي ت ).12(همراه دارد 
از نوع آپوپتوز مي  GH3/B6اسيد پكتيك بر روي سلولهاي 

استفاده شد و نتايج به دست آمده  TUNELباشد از تست 

يافته هاي ميكروسكوپ فلورسنت را تاييد كرد و  كاملاً
سبب القاي  mg/ml 1نشان داد كه اسيد پكتيك تا غلظت 

 اثر نتايج اين نتايج نظير .مي گرددسلولها  اين آپوپتوز در
انسان  پروستات سلولهاي سرطاني رويپكتين تغيير يافته 

)LNCaP  ( غلظت  كه در اين سلولها نيز مي باشدmg/ml 
ساعت سبب القاي حداكثر  48در مدت زمان  پكتين 1

   ).8( آنها شده استآپوپتوز در 

 آپوپتوز نسبي در بالاترين غلظتهاي اسيد پكتيك كاهش
كه  نتايج رنگ آميزي فلورسنت ه بهبا توج .گرديدمشاهده 

غلظتهاي بالاي اسيدپكتيك بيشترين ميزان نكروز در در آن 
در غلظت هاي  كه گفتتوان  مي ،دادند را نشان مي سلولها

يك كاسته و وتي آپوپتسلولهابالاي اسيد پكتيك از جمعيت 
توجه به با  .ي نكروتيك افزوده مي شودسلولهابه جمعيت 

كه ه در اين مطالعه مي توان نتيجه گرفت دست آمد نتايج به
 GH3/B6ي سلولهاپرولاكتين در  پايه كاهش ميزان ترشح

 24در انكوباسيون  پس از افزايش غلظت اسيد پكتيك
آپوپتوز و  نتيجهدر  سلولها، در اثر مرگ اين )1( ساعت

  .نكروز مي باشد

 GH3/B6ي سلولهاالقا كننده آپوپتوز در  بروموكريپتين
 .)9( ر درمان تومورهاي هيپوفيزي كاربرد داردو د ستا

سلولهايي كه ميزان آپوپتوز كه  دهد ميمطالعه حاضر نشان 
 يطور معنادار به انكوبه شده اند اسيد پكتيك mg/ml 1 در

در نتيجه با در نظر  .)p<0.05(از بروموكريپتين بيشتر است 
تا به طبيعي بوده و  داشتن اين نكته كه پكتينها موادي كاملاً

حال هيچگونه عوارض جانبي در استفاده از آنها گزارش 
اينكه  مطالعات بيشتر در اين زمينه احتمال با ،نشده است

اسيد پكتيك به عنوان يك جايگزين مواد شيميايي در 
توان بررسي  استفاده شود را ميدرمان تومورهاي هيپوفيزي 

  .كرد
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Abstract 
Two distinct modes of cell death, apoptosis and necrosis can be distinguished based on 
differences in morphological, biochemical and molecular changes of dying cells. 
Apoptosis is the most common form of eukaryotic cell death. It is a physiological 
suicide mechanism that preserves homeostasis. It has been reported that dietary fibers 
such as pectins causes cell death either in vitro or in vivo. In this study the effects of the 
pectic acid (derived from apple) on the GH3/B6 cell death is investigated. Materials and 
methods: GH3/B6 cells were cultured in the Ham’s F12 medium enriched with 15% 
horse serum and 2.5% fetal bovine serum for 3 days. Then they were treated by various 
amounts of pectic acid in different periods (6, 24, 48 hours). Previous studies showed 
that bromocriptine is one of the apoptotic agents in these cells, so it was used as positive 
control. The cell viability was detected by MTT exclusive test. The nuclear morphology 
of cells was explored by florescent stains including Acridine Orange /Ethidium Bromide 
(AO/EB). In addition, percentage of necrotic and apoptotic cells were studied with 
TUNEL kit. MTT test has shown that different concentration of pectic acid in 24 h 
decreased GH3/B6 cells viability in a dose dependant manner. Furthermore, florescent 
staining and TUNEL test showed that pectic acid concentration from 100µg/ml  up to 
1mg/ml concentration can induce apoptosis in a dose dependent manner and in the 
higher concentration such as 2.5 mg/ml and 5 mg/ml  can induce necrosis in these cells 
(p<0.001). According to our results it seems that pectic acid causes apoptosis and 
necrosis in GH3/B6 cells. 

Keywords: pectin, Apoptosis, GH3/B6 cells, nectosis. 
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