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  P19ي سلولهاايز نوروني اثر زهر زنبور عسل و رتينوئيك اسيد روي القاء تم
  باروق سميه ابراهيمي محمد نبيوني و كاظم پريور، ،٭هما محسني كوچصفهاني

  گروه زيست شناسي دانشكده علوم، دانشگاه تربيت معلم، تهران،

  31/4/88: تاريخ پذيرش     1/8/87: تاريخ دريافت

  چكيده

اسيد  مولار رتينوئيك 5× 10 -7با غلظت ءمي توانند تحت القاكه  هستنداي جنيني موش ي كارسينومسلولها ءجز P19ي سلولها
به  نورونهامايز تي مختلف بر روي رشد و ياين رده سلولي مدل مناسبي براي بررسي اثر عوامل شيميا .تمايز يابند به نورون

، آپامين و  A2، فسفوليپازينليتتنوعي دارد كه مهمترين آنها مم زهر زنبور عسل تركيبات .صورت تجربي محسوب مي شود
مي را در دو تركيب اصلي زهر زنبور است كه نقش مه A2و فسفوليپاز  ليتينمطالعات نشان داده است كه م .است هيالورونيداز
زهر  توأمحقيق بررسي اثر اين تهدف  .نوريت مي شود داشته و باعث افزايش رشد به بيرون PC12ي سلولهادر  يتمايز نورون

را در  cell/ml  104×3با دانسيته P19ي سلولها .باشد مي P19تمايز نوروني در رده سلولي  ءزنبور عسل و رتينوئيك اسيد در القا
 5 ودرجه سانتي گراد  37كشت داده و در   CS درصد 5/7و FBSدرصد 5/2سرمهاي  وي حا α-MEMمحيط كشت 

روز بعد از تيمار  6نشان داد كه تجربيات اين  ي مورفولوژيكيبررسيهاج اوليه به دست آمده از نتاي. انكوبه شد  CO2درصد
فنوتيپ  10تا روز به تدريج سلولهااستطاله هايي ايجاد گرديد سپس  سلولهادر       مولار 5×10- 7 با غلظت با رتينوئيك اسيد سلولها

با زهر زنبور با كه  P19ي سلولها .دچار نكروز كامل گرديدند سلولهاهمه  يازدهمآوردند ودر نهايت در روز به دستنوروني را 
كم كم ويژگيهاي  سلولهاستطاله هايي را ايجاد كردند و اين ابعد از تيمار ششمدر روز  ،ه بودندتيمار شد 3وµg/ml 1 غلظتهاي

 .دچار نكروز كامل گرديدند سلولهاهمه  11 بر طول زائده ها اضافه گرديد و در نهايت در روز دهمتا روز  و هنوروني پيدا كرد
هي با آزمايشات فوق ديده شد ولي ميزان تمايز يي كه رتينوئيك اسيد و زهر زنبور با هم اثر داده شده بودند نتايج مشابسلولهادر 

  .بود ترنسبت به دو گروه قبلي بالا

 رتينوئيك اسيد  زهر زنبورعسل، تمايز سلولي ، ورون ،، ن p19يسلولها :كليدي واژه هاي

  kouchesfehani@yahoo.com: ، پست الكترونيك09123844874: نويسنده مسئول، تلفن٭

  مقدمه
كشف روش درماني جديد براي كاهش اثرات مخرب 
بيماريهاي تحليل برنده سيستم عصبي مثل پاركينسون و 

وسيعي از تحقيقات  بخشم عصبي آلزايمر و ترميم سيست
در سالهاي اخير  .پزشكي را به خود اختصاص داده است

براي توليد سلول عصبي از   in vitroي روشهااستفاده از 
استعدادي در محيط آزمايشگاه توجه  ي چندسلولها

قابليت تكثير و تمايز  .محققين را به خود جلب كرده است
د تعداد بي شماري از ي بنيادي روياني امكان توليسلولها
ي عصبي و استفاده از آنها در پيوند درماني را فراهم سلولها

در  سلولهاپروتكلهاي القاء بر اساس كشت اين  .كرده است
در . است حضور عوامل القاء كننده مانند رتينوئيك اسيد

رتينوئيك اسيد يك عامل مورفوژن  in vitro يبررسيها
قادر است تكوين  شناخته شده ودر طي دوران جنيني

بخشهاي متعددي از بدن از جمله سيستم عصبي را تحت 
بر روي  رتينوئيك اسيد اثر خود را .)8و  2( قرار دهد تأثير

  RARsسلول هدف از طريق دو رده گيرنده هسته اي 
)(RARα,β,γ وRXRs )(RXRα,β,γ پاسخ  .اعمال مي كند
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بوده و  بسيار وسيع in vitroسلولي به رتينوئيك اسيد در 
  .)19( طيفي از مرگ سلولي تا تمايز را نشان مي دهد

يك مدل مناسب و ارزان قيمت براي  P19رده سلولي 
مايز بررسي اثر عوامل شيميايي مختلف بر روي رشد و ت

و نيز سيستم جذابي براي توليد  تجربيبه صورت  نورونها
براي جايگزين  سلولهاي عصبي بوده و از اين سلولهاانبوه 
مي ي عصبي آسيب ديده در سيستم عصبي سلولهادن كر

درماني و ژن درماني  يي نظير سلولروشهااز طريق توان 
 mouseاين رده سلولي تحت عنوان  .)11(استفاده كرد

embryonic carcinoma P19 cells ر توانپ (Totipotent) 
به انواع مختلف سلول تمايز  ءتواند تحت القا مي بوده و
در  P19ي تراتوكارسينوماي سلولهاكشت  .)13(د پيدا كن

حضور غلظت مشخص رتينوئيك اسيد باعث تمايز اين 
ي عضلاني قلبي و سلولهاو گلياها و نورونهابه  سلولها

به سلولهاي مذكور  سلولهااين  تمايز و گردد اسكلتي مي
زماني آغاز مي شود كه اين سلولها به مدت چهار روز در 

خاصي از ز در معرض دشرايط تشكيل تجمع سلولي 
همچنين در محيط  .)17و  16( رتينوئيك اسيد واقع شوند

استيل كولين ترانسفراز و استيل  سلولهاكشت حاوي اين 
 سلولهااين  لذا كولين استراز فعال شده ظاهر مي گردد،

زهر  .)16(ي كولينرژيكي محسوب مي شوندنورونهاجزء 
 ين آنها مليتين،زنبور عسل تركيبات متنوعي دارد كه مهمتر

  .)15و  6( هيالورونيداز مي باشد آپامين، ،A2فسفوليپاز 
ست ادو تركيب اصلي زهر زنبور  A2 مليتين و فسفوليپاز

درصد زهر  15-20درصد و  40-60كه به ترتيب در حدود 
مطالعات نشان داده كه مليتين باعث  .سترا تشكيل داده ا

  .)18( گردد مي A2افزايش فعاليت آنزيمي فسفوليپاز 

در توليد اسيد هاي  A2مطالعات نشان داده كه فسفوليپاز
و توليد  آراشيدونيك      اسيد  چرب مثل فسفاتيديل كولين ،

ايكوزانوئيدها نقش دارد كه اين اسيد هاي چرب نقش 
مهمي را در رشد به بيرون نوريتها در يك روش وابسته به 

مكانيسم  .)9(د دار L ,Nسازي كانالهاي كلسيمي نوع  فعال

فعاليت اين آنزيم به اين صورت است كه وقتي به رسپتور 
خود در سطح سلول عصبي متصل مي شود باعث رها 

. مي شود دونيكآراشياسيد سازي اسيدهاي چرب مثل 
توسط آنزيمهايي تبديل به لكوترينها و  اسيد آراشيدونيك

اي پروستاگلاندينها مي شود كه اين تركيبات بر روي كاناله
كلسيمي اثر گذاشته و باعث فعال سازي آنها مي  L,Nنوع 
بر اثر فعال شدن اين كانالها يون كلسيم وارد سلول . شود

شده و يكسري واكنشهاي آبشاري را به راه مي اندازد كه 
 )growth cone(در نهايت منجر به تشكيل مخروط رشد 

علاوه بر  در تحقيق حاضر .  )1( در سلول عصبي مي شود
به منظور بررسي اثر  تينوئيك اسيد از زهر زنبورعسل نيزر

زهر . استفاده شد P19رده سلولي  ي آنها بر روي تمايزيالقا
در تحقيق حاضر Apis mellifera زنبور عسل با نام علمي 

. استفاده گرديد P19ي سلولهاتمايز  برايكامل  به صورت
بور در مطالعات انجام شده قبلي از تركيبات مهم زهر زن

جداگانه استفاده  به صورتو مليتين  A2مثل فسفوليپاز 
شده است ولي در اين تحقيق از زهر زنبور عسل به 

ده گرديد تا نحوه فعاليت زهر زنبور اصورت كامل استف
مورد بررسي  P19با تمام اجزاء در تمايز رده سلولي عسل 

  .قرار گيرد

  مواد و روشها
از  P19ده سلولي ر) الف:  P19ي سلولهاكشت و تمايز 

جهت . تهيه شدايران در تهران  پاستور بانك سلولي انيستيتو
 α-MEMاز محيط كشت  سلولهارشد و تكثير اين 

)Gibco( سرم ،CS )Gibco) (5/7 و سرم )  درصدFBS 
)Gibco) (5/2 از  سلولهاو جهت ساب كالچر )  درصد

Trypsin/EDTA )Gibco) (1x ( دگردياستفاده.  

زنبور زهر  :ز مناسب تمايزي زهر زنبور عسلوتعيين د) ب
به صورت  Lariviereبا روش ) Apis mellifera( عسل
در اين روش زنبورها درون يك توري . آمد به دستپودر 

. سيمي قرار گرفته و شوك الكتريكي به آنها وارد مي گردد
در خشك و  حريك زنبورها، زهر آنها جمع آوري،پس از ت
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ز براي تعيين د. ) 7(مي شوند  دماي انجماد نگهداري
ابتدا  ،P19ي سلولهانورون در  ءمناسب از زهر براي القا

 µg/mlغلظتهاي  با سلولها )viability( درصد زنده ماندن
ا دستگاه بMTT assay با روش زهر زنبور  11،9،7،5،3،1

مورد ارزيابي قرار  nm570طول موج  اسپكتروفتومتري و
از  درصد 50سبب مرگ  غلظت زهري كه .)13( گرفت
در نظر گرفته شد كه در اين  LD50شد به عنوان  سلولها

ميكروگرم در ميلي ليتر زهر زنبور عسل  5آزمايش غلظت 
بنابراين براي تمايز . تعيين گرديد LD50به عنوان غلظت 

ي غلظتهاشامل  µg/ml 5ي پايين تر از غلظتهااز  سلولها
µg/ml 1استفاده شد  3و.  

براي انجام اين  :زمايشات در اين تحقيقطراحي آ) ج
  :تجربي و كنترل در نظر گرفته شد تحقيق دو گروه

A :كه شامل تمايز با رتينوئيك اسيد، تمايز با  :گروه تجربي
زهر زنبور عسل و تمايز با رتينوئيك اسيد و زهر زنبور 

 .بود توأم به صورتعسل 

A-1 : ي سلولهاتمايزP19  منظور  به  :با رتينوئيك اسيد
پس از  ،ي عصبيسلولهابه  P19ي سلولهاتمايز  ءالقا

سلول  3×10 4با تراكم  سلولها ميلي ليتر از اين 5دوم پاساژ
انتقال داده  )nunc(به ظرفهاي باكتريولوژيكدر ميلي ليتر 

حاوي رتينوئيك α-MEMمحيط كشت مورد استفاده   .شد
 5/7 و FBSدرصد 5/2 مولار و  5 ×10-7اسيد با غلظت

قادر به  سلولهادر ظرفهاي باكتريولوژي . بود  CS درصد
تجمعات  به صورتچسبيدن به كف پتري ديش نبوده و 

بعد ). b1شكل(سلولي معلق در محيط كشت رشد مي كنند 
از گذشت دو روز محيط كشت حاوي رتينوئيك اسيد با 
 محيط كشت مشابهي تعويض شد و بعد از گذشت چهار

تريپسينيزه شدن به ظرفهاي  از روز، تجمعات سلولي بعد
خانه اي  24پليتهاي (ي چسبنده سلولهامخصوص كشت 

. منتقل شدند )درصد 05/0دي ليزين  –پوشش شده با پلي 
 α-MEMاز محيط كشت  سلولهادر اين مرحله جهت رشد 

فاقد رتينوئيك   CS درصد 5/7 و FBSدرصد 5/2 حاوي
 ).17و  13( اسيد استفاده شد

A-2 : يولهاسلتمايز P19 در اين  :با زهر زنبور عسل
گروه تمام شرايط مشابه گروه آزمايش با رتينوئيك اسيد 

 3و1بود و به جاي رتينوئيك اسيد از زهر زنبور با غلظت 
قابل ذكر است كه اين . ميكروگرم بر ميلي ليتر استفاده شد

دز مناسب تمايزي بعد از انجام آزمايش با زها به عنوان د
با  تلفزهاي مخدMTT assay تعيين گرديد.  

A-3:  ي سلولهاتمايزP19  با رتينوئيك اسيد و زهر زنبور
فوق عمل  در اين گروه نيز مطابق روش :توأم به صورت

ميكروگرم بر ميلي ليتر همزمان  3شد و زهر زنبور با غلظت
 توأم به صورت مولار 5×10-  7غلظتبا رتينوئيك اسيد با 

  .استفاده شد

B .روه تمام شرايط مشابه گروه در اين گ :نترلگروه ك
 فاقد سلولهاجز اينكه محيط كشت ه بود ، ب تجربي

  .زهر زنبور عسل بود رتينوئيك اسيد يا

ي بررسيها :ي تمايز يافتهسلولها مورفولوژي بررسي) د
در روز  معكوسبا استفاده از ميكروسكوپ  كيمورفولوژي

از پنج ناحيه از  .نجام شدا بعد از تيمار 10و  8 ، 6هاي 
ي تمايز سلولهاعكس گرفته شد و سپس تعداد هرخانه 

ر گرفته يي تمايز يافته در نظسلولهايافته شمارش شد و 
برابر قطر سلول  دو كه طول نوريتهاي آنها حداقلشدند 
طول نوريتها با (.دگرديو هر آزمايش سه بار تكرار  باشد

  )ازه گيري شداند Image Jاستفاده از برنامه نرم افزاري 

اندازه گيري فعاليت آنزيم استيل كولين استراز ) ه
)AChE assay( يكي از  :ي تمايز يافتهسلولها در

ي عصبي اندازه گيري فعاليت سلولهاي تشخيص روشها
ي عصبي سلولهااز آنجايي كه . اختصاصي آنهاست يآنزيم

كولينرژيك ي نورونهاجزء  P19ايجاد شده از رده سلولي 
آنزيم استيل كولين  ندازه گيري فعاليتا شوند محسوب مي

در اين روش  .انجام شد نورونهابراي شناسايي اين استراز 
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استر تيو كولين به عنوان سوبستراي آنزيم كولين استراز به 
اين سوبسترا توسط آنزيم هيدروليز مي شود و . كار مي رود

يا دي  DTNBتيوكولين آزاد شده با معرف 
 - واكنش داده و به صورت تيو كولين  تيونيتروبنزوئيك

يا  TNBتيونيتروبنزوئيك بي رنگ رسوب مي كند و 
تيونيتروبنزوئيك زرد رنگ آزاد مي شود كه مي توان اين 

تغيير رنگ را با دستگاه اسپكتروفتومتري با طول موج 
nm412 ييرات طول موج نشان اندازه گيري كرد كه اين تغ

در  است  TNBآزاد شدن دهنده ميزان فعاليت آنزيمي و 
و همكاران  Ellmanاين تحقيق از روش اسپكتوفتومتري 

  .)14(استفاده شد

  

  
  

براي تجزيه و تحليل آماري جهت مقايسه  :آناليز آماري) و
 ANOVAآزمون  داده هاي گروههاي كنترل و تجربي از

معني  05/0ر از كمت P valueاستفاده شد و  SPSSنرم افزار 
دار تلقي شد و نمودارهاي مربوطه از طريق برنامه نرم 

سه بار  حداقل هر آزمايش. رسم گرديد EXCELافزاري 
)3n=( تكرار گرديد  

  نتايج
نتايج مربوط به بررسي اثر زهر زنبور عسل و ) الف

 رده سلولي )viability( يرتينوئيك اسيد بر درصد بقا
P19 با روش MTT assay: ي لهاسلوP19 با تراكم 

cell/well 104×3  خانه اي حاوي محيط  24در پليتهاي
كشت  CS درصد 5/7و FBSدرصد 5/2و α-MEM كشت

تحت  سلولهابعد از يك روز انكوباسيون اين . داده شدند
 μg/ml 11،9،7،5،3،1  يغلظتهاتيمار با زهر زنبور عسل با 

ذكر شده زهاي روز تيمار با د 5،3،1پس از . قرار گرفتند
نتايج حاصل از . آماده شدند  MTT assayبراي سلولهااين 

MTT assay  ي بالايغلظتهانشان داد كهμg/ml 5  5بعد از 
زهاي د. ز كشنده براي اين رده سلولي استد روز تيمار

ز مناسب براي بررسي اثر تمايزي زهر دμg/ml 5 پايين 
نتايج  .دوشمي زنبور عسل براي اين رده سلولي محسوب 

  . ارائه شده است 1 ونمودار1ول در جد
  
  

 Aggregationقبل از  P19سلول هاي )a   در نمونه كنترل    P19يفتوميكروگراف از سلول ها -1شكل 

b (توده هاي سلولي را نشان مي دهد پيكان .كشت كنترل بعد از توده شدن در روز ششم نمونه. )ييبزرگنماx 400(  

a b 25µm 25µm 
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روز تيمار سلولها با  5،3،1پس از گذشت P19رده سلولي ) viability(مقايسه اثر زهر زنبور عسل با غلظتهاي مختلف بر درصد بقاء  -1جدول
  )MTT assay       ) Mean±SEMروش

Cell viability (% of live cell) 
Experimental group Day1 Day3 Day5 
Control 
RA 
BV1 
BV3 
BV5 
BV7 
BV9 
BV11 

100 ±0.000 
97 ± 2.000 
98.5 ± 1.500 
95.5 ± 1.500 
77 ± 3.000 
71 ± 1.000 
57 ± 3.000 
42 ± 2.000 

100 ± 0.000 
88.5 ± 3.500 
78.5 ± 1.500 
81 ± 2.000 
59.5 ± 3.500 
51.5 ± 2.500 
45.5 ± 2.500 
28 ± 2.000 

100 ± 0.000 
83.5 ± 3.500 
69 ± 3.000 
74.5 ±1.500 
44 ± 2.000 
30 ± 2.000 
12 ± 2.000 
0 ± 0.000 

  
بعد از  10،8،6در روزهاي  P19مقايسه مورفولوژيكي اثر زهر زنبور عسل و رتينوئيك اسيد به صورت جداگانه و توأم بر تمايز سلولهاي  -2جدول

 (Mean ±SEM)تيمار

Differentiation (%) 
Experimental groups Day6 Day8 Day10 
 Control 
RA 
BV1  
BV3 
RA+BV3 

1.5 ± 0.5000 
66.5±2.500 
10 ± 3.000 
12.5 ±2.500 
70.5 ± 2.500 

1.75 ± 0.2500 
76.5 ± 6.500 
16.5 ± 1.500 
19 ± 2.000 
79.5 ± 5.500 

2±0.000 
86±4.000 
20±2.000 
24.5±2.500 
93.5±3.500 
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مقايسه اثرغلظتهاي مختلف زهر زنبور عسل و رتينوئيك  -1نمودار

در  P19سلولي  رده) viability(اسيد نسبت به كنترل بر درصد بقاء
 MTT assayتيمار با روش   5،3،1روزهاي 

(ANOVA*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001) BV = زهر
رتينوئيك اسيد = μg/ml 11،9،7،5،3،1 RA زنبور عسل با غلظتهاي

   μM 5/0با غلظت
 تأثيري مورفولوژيكي بررسيهانتايج مربوط به ) ب

ور زهر زنب مولار و 5×10-7رتينوئيك اسيد با غلظت 
بر  توأمبه صورت جداگانه و )  3وμg/ml 1( عسل 

آمده نشان داد در  به دستنتايج  :P19تمايز رده سلولي 
 به صورتبه مدت چهار روز  P19ي سلولهاصورتي كه 

در معرض رتينوئيك اسيد با ) b1شكل (تجمعات سلولي

 3و1ي غلظتهابا و زهر زنبور عسل  مولار 5×10-7غلظت 
ي شبه عصبي سلولهايتر واقع شوند به ميكروگرم بر ميلي ل

در روز ششم از شروع آزمايش از حاشيه . تمايز مي يابند
ي دوكي شكلي شروع به چسبيدن سلولهاتجمعات سلولي، 

تدريج شروع به تكثير و تمايز مي ه به كف ظرف نموده و ب
در روزهاي ششم تا هشتم از ). 4 و a2 ،3شكل( كنند

ي تشكيل دهنده سلولهاتمامي  شروع آزمايش تقريباً
در طي  ي كشت چسبيده وظرفهاتجمات سلولي به كف 

ه ب. ي دوكي شكل افزوده مي شدسلولهااين مدت بر تعداد 
ي دوكي شكل زوائد سلولي شبيه سلولهاطور همزمان، از 

كه در اغلب  به دندريت و آكسون به اطراف رشد نموده
. ي مجاور ارتباط برقرار مي كنندسلولهاموارد با زوائد 

 ي پراكنده از فواصل نسبتاًسلولهاگاهي ديده مي شود كه 
كه  طوريه دور از طريق اين زوائد با هم مرتبط شده اند ب

طور متوالي از طريق ه سلول ب 5الي  4ممكن است 
ه ب). 4و3وb2شكل (زوائدشان با هم ارتباط برقرار كنند

ي نوروني اضافه سلولهااكم تدريج در شروع آزمايش بر تر
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همچنين . ي دوكي شكل كاسته شدسلولهاشد و از تراكم 
از روز نهم به بعد بر تعداد و تراكم زوائد سلولي افزوده 

شبكه اي با  به صورتشده و در اغلب نواحي اين زوائد 
از روز . )4و3وc2شكل ( مي كننديگر ارتباط برقرار همد

ي شبه عصبي سلولهاد تدريج از تعداه يازدهم به بعد ب
. از دست مي رود سلولهاولي اين كاسته شده و زوائد سل

رتينوئيك اسيد و زهر زنبور عسل با  با سلولهاميزان تمايز 

درصد تمايز بالاتري را  توأمبه صورت  μg/ml 3غلظت 
 μg/ml 1ي غلظتهانسبت به رتينوئيك اسيد و زهر زنبور با 

همچنين درصد  ).5شكل ( دهدمي به تنهايي نشان  3و
نسبت به  μg/ml 3تمايز با زهر زنبور عسل با غلظت 

 2و نمودار  2نتايج در جدول .استبيشتر  μg/ml 1 غلظت
    .ارائه شده است

  

  

  در روز ششم bv1نمونه تيمار شده با )a افته به نورون   يزيتماP19يهافتوميكروگراف از سلول  -3شكل
b (نمونه تيمار شده باbv1     در روز هشتمc ( نمونه تيمار شده باbv1  در روز دهم)ييبزرگنما x400( 

 

  در روز ششمbv3نمونه تيمار شده با )a افته به نورون       يزيتماP19يهافتوميكروگراف  از سلول -4شكل 
b (نمونه تيمار شده باbv3     در روز هشتمc ( نمونه تيمار شده باbv3 هاي تمايز يافته زوائد ايجاد شده در سلول پيكان  .در روز دهم

 )x400 ييگنمابزر(د را نشان مي ده

 

25µm 25µm 25µm 

25µm 25µm 25µm 

a b

a b

c 

c 

25µm 

  در روز ششم RAنمونه تيمار شده با )a   افته به نورونيزيتماP19يهاتوميكروگراف از سلولف -2شكل 
b (نمونه تيمار شده باRA     در روز هشتمc ( نمونه تيمار شده باRA هاي تمايز يافته را زوائد ايجاد شده در سلول پيكان  .در روز دهم

 )x400بزرگنمايي (د نشان مي ده

25µm 25µm 
c ba 
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مقايسه اثر زهر زنبور عسل و رتينوئيك اسيد بر تمايز  -2نمودار
بعد از  10،8،6نسبت به كنترل در روزهاي P19ا در رده سلولي نورونه
رتينوئيك =  RA (ANOVA*P<0.05,***P<0.001)تيمار 

 3زهر زنبور عسل با غلظتهاي = BVميكرو مولار  5/0اسيد با غلظت 
  ميكروگرم بر ميلي ليتر 1و 
  

در گروه كنترل بعد از چسبيدن تجمعات سلولي به كف 
تك لايه اي مشاهده  به صورت ي كشت، رشد آنهاظرفها

 )a1شكل(هستند  P19ي سلولهاهمان  سلولهاشد كه اكثر 

بر  ين بررسي ده روز پس از تيمارا :  AChE assay )ج
ي سلولهانتايج آزمايش نشان داد كه . انجام شد سلولهاروي 

 و µg/ml3، زهر زنبور عسل با غلظت  RAتمايز يافته با 
ت آنزيمي هستند كه در سطح هم افزايي آنها داراي فعالي

P<0.05 )و در سطح   ) درمورد زهر زنبور عسلP<0.01 
رتينوئيك  توأمدر مورد رتينوئيك اسيد به تنهايي و تيمار (

نسبت به  افزايش معني داري) اسيد و زهر زنبور عسل
علاوه افزايش معني داري ه ب. گروه كنترل نشان داد

)P<0.05  ( با  در مقايسه توأمبين تيمارRA  به تنهايي و
در مقايسه با  توأمبين تيمار )  P<0.01(افزايش معني داري 

BV3  به دستدر فعاليت آنزيمي مشاهده شد، كه با نتايج 
مطابقت  لاًكام سلولهاهاي مورفولوژيكي آمده از بررسي

  . آورده شده است 3و نمودار  3نتايج در جدول . دارد
بعد  10لولهاي تيمار شده در روزمقايسه فعاليت آنزيمي در س -3جدول

 (Mean±SEM) از تيمار

Unit of enzyme (day 10) 
  

Experimental groups
  

 1.2 ± 0.05 
 4±  0.25  
 1.9±  0.25 
 5 ±  0.35 

 control 
 RA 
 BV3 
 RA+BV3 

0

1

2

3

4

5

6

control RA BV3 RA+BV3

un
it 

of
 e

nz
ym

e

DAY 10

**

*

**

  
بعد  10مقايسه فعاليت آنزيمي در سلولهاي تيمار شده در روز -3نمودار

 نسبت به گروه كنترل نشان مي دهد معني داري را كه افزايش از تيمار

(ANOVA*P<0.05,* *P<0. 01)  RA  = رتينوئيك اسيد با
ميكروگرم  3زهر زنبور عسل با غلظت = BVميكرو مولار  5/0غلظت 

  بر ميلي ليتر

  بحث
ي سلولهابه  P19ي سلولهادر اين تحقيق، كشت و تمايز 

افته با مشاهدات ي تمايز ينورونهانوروني انجام و فنوتيپ 
 .بررسي گرديد  AChE assayمورفولوژيكي و 

McBurney  ه نشان دادند كه ب 1982و همكاران در سال
زهاي مختلفي از رتينوئيك اسيد در مدت كارگيري د

به طيف  P19ي سلولهازمانهاي مختلف منجر به تمايز 
ي عصبي، قلبي، اسكلتي سلولها، از جمله سلولهاوسيعي از 

در اين تحقيق علاوه بر رتينوئيك اسيد براي . )10(مي شود 
ز پايين تر از تمايز اين رده سلولي از زهر زنبور عسل با د

غلظت كشنده به صورت جداگانه و هم افزايي با رتينوئيك 
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه . اسيد استفاده شد

ي شبه سلولهازهر زنبور عسل سبب تمايز اين رده به 
ي مي شود ولي ميزان تمايز در سطح پايين نسبت به عصب

رتينوئيك اسيد قرار دارد و حالت هم افزايي درصد بالايي 
مطالعات انجام شده توسط . از تمايز را نشان مي دهد

Elizabet  كه از رتينوئيك اسيد  1985و همكاران در سال
براي تمايز اين رده سلولي به نورون استفاده كرده بودند 

 درصد 95تمايز را در بيشترين حد خود در حدود  ميزان
ولي در اين تحقيق ميزان تمايز با رتينوئيك  )3(نشان دادند

و زهر  درصد 5/93و در حالت هم افزايي  درصد 86اسيد 
ميكروگرم بر ميلي ليتر در بيشترين حد 1زنبور با غلظت 
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  .آمد به دست درصد 5/24يكروگرم بر ميلي ليتر م 3غلظت و با  درصد 20خود كه در روز دهم تيمار بود در حدود 

  
اگرچه ميزان تمايز با زهر زنبور پايين است ولي هدف 
اصلي از اين آزمايش بررسي اثرات تمايزي زهر زنبور 
عسل بود كه آيا زهر زنبور به صورت كامل داراي اثرات 

مطالعاتي كه نه؟ تمايزي در اين رده سلولي مي باشد يا 
 Ikenoو 2004و2003در سالهاي  Nakashimaتوسط گروه 

 ه بودانجام گرفت  PC12روي رده سلولي  2005در سال 
 زهر زنبور عسل A2فسفوليپاز كه ه بودنشان داد
bvPLA2)(  با رها  نانومولار 100تا 1/0 ي بينغلظتهابا

سبب توليد مخروط رشد در اين  سازي آراشيدونيك اسيد
شده و در نتيجه تمايز آنها را به سمت نورون پيش  لهاسلو

بنابراين در اين مطالعه از زهر زنبور  .)12و  5(مي برد 
عسل به طور كامل استفاده شد و ملاحظه گرديد كه زهر 

كننده رها  ءالقا  RA.زنبور عسل داراي اثرات تمايزي است
اسيد آراشيدونيك از غشاي سلولي است و  سازي

ي حاصل از تجزيه آراشيدونيك اسيد نقش مهمي متابوليتها

در بافت مغز . را در تكثير سلولي، تمايز و آپاپتوز دارند
و  A2آراشيدونيك اسيد بر اثر فعاليت فسفوليپاز 

آزاد مي شود و اين تركيب  سلولهااز غشاي  Cفسفوليپاز
نقش مهمي را در رشد به بيرون نوريت و رها سازي 

 .ي عصبي و گليالي ايفا مي كندلولهاسنوروترانسميتر ها در 
مطالعات نشان داده است كه رسپتورهاي رتينوئيك اسيد 

ي سلولهادر غشاي هسته  D,C,A2جفت شده با فسفوليپاز
عصبي نقش مهمي را در انتشار آراشيدونيك اسيد در طي 

  . )4(تمايز و رشد سلول عصبي دارد

ناسي از مديريت محترم گروه زيست ش: تشكر و قدرداني 
و رياست محترم دانشكده علوم دانشگاه تربيت معلم كه 
امكانات اجراي اين طرح تحقيقاتي را فراهم نمودند تشكر 
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  در روز ششمbv3+RAنمونه تيمار شده با ) a افته به نورونيزيتماP19يهاسلولوگراف ازفتوميكر -5شكل 
b (نمونه تيمار شده باbv3+RA  در روز هشتم c ( نمونه تيمار شده باRA+bv3 هاي لزوائد ايجاد شده در سلو پيكان .در روز دهم
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Effect of honey bee venom and RA on induction of neuronal 
differentiation of mouse embryonic carcinoma P19 cells 

Mohseni Kouchesfahani H., Parivar K., Nabiuni M. and Ebrahimi barough S. 
Biology Dept., School of Basic science, Tarbiat Moalem University Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 
Mouse P19 embryonic carcinoma (EC) cells are pluripotent and can be differentiated 
into a population consisting largely of neurons and glia cells using a concentration of 
5×10-7 M of retinoic acid (RA). Thus, P19 EC cells are a good model system to study 
events occurring during the critical phase of neuronal differentiation in vitro. Honey bee 
venom (BV) from consists of mellitin, phospholipase A2, apamin and several other 
bioactive substances. Studies have shown that mellitin and phospholipase A2 , two 
major components of BV, play an important role in differentiation of neurons and 
enhance neurite outgrowth in PC12 cell line. The purpose of this experiment was to 
examine effects of bee venom and RA on the induction of neuronal differentiation in 
P19 cell line. The cells were seeded at a density of 3×104 cells/ml in α-MEM containing 
2.5% FBS and 7.5% calf serum, and incubated at 37°C in humidified atmosphere 
containing 5% CO2. Primary results obtained from morphological examination showed 
that six days after treatment with 5×10-7 M RA, P19 cells produced processes and 
gradually obtained neuronal phenotype until day 10 of culture and then all cells died on 
day11. P19 cells treated with 1, 3 μg/ml bee venom produced processes on day 6 and 
neurons appeared. Then they exceeded to total size until day 10 and produced elongated 
processes but all cells died on day 11. Using bee venom and RA together had the same 
but more pronounced differentiating results. It can be concluded that applying bee 
venom with RA have an additive effect on cell differentiation and proliferation. 
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