
Arc
hive

 of
 S

ID

 

   دانشگاه آزاد اسلاميپزشكيعلوم جله م
  100تا  93صفحات ، 91 تابستان، 2، شماره 22 ورهد

  

   ( PC12)اثر زهر زنبور عسل بر تمايز عصبي رده سلولي فئوكروماسيتوما

 4،ساره رجبي زلتي 4، الهام حويزي3محمد نبيوني ،2، مهناز آذرنيا 1كاظم پريور

 
 تهرانواحد علوم وتحقيقات اه آزاد اسلامي ، دانشگ استاد، گروه زيست شناسي، 1
    دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت معلمدانشيار، گروه ريست شناسي،2
   استاديار، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت معلم3
   دانشجوي دكتري، گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت معلم4

  چكيده
توانند در محيط كشت مناسب و تحت تاثير عوامل القا كننده تمايز عصبي مي ،)PC12(  فئوكروموسيتوم رترده سلولي :بقه و هدفسا

 به تنهايي است كه )PLA2 (2 فسفوليپاز حاوي اجزاي مختلفي مانندزهر زنبور عسل . شوند هايي با فنوتيپ عصبي تبديل به سلول
 PC12 هايبر تمايز سلولزنبور  تاثير زهر ،اين تحقيق در  لذا.ولي اثر كل زهر بر آن مشخص نيستدارد،  PC12اثرات تمايزي بر 

 . شدبررسي

گرم بر  ميكرو5  و3،  1هاي غلظتزنبور در با زهر  شدند و سپسكشت داده  RPMI1640  در محيطPC12هاي سلول: يسروش برر
 ارزيابي ميزان بقا سلولي  روز تيمار شدند و7  به مدت و به صورت توامليترر ميلي نانوگرم ب50 با غلظت فاكتور رشد عصبيو  ليترميلي

 . و تمايز سلولي با مشاهدات مورفولوژيكي و ميزان توليد استيل كولين بررسي گرديد MTTبا روش 

  . را افزايش يافت تاثير آنNGFاثر تمايزي زهر زنبور عسل در دوز پايين مشاهده شد و مصرف هم زمان آن با  :هايافته

 هاي هاي پايين موجب تمايز سلولهاي بالا موجب مرگ سلولي و در غلظتكه زهر زنبور در غلظتاين مطالعه نشان داد  :گيرينتيجه

PC12 مصرف هم زمان آن با  و شود عصبي ميهاي شبه به سلولNGFدهد اثر تمايزي را افزايش مي  

  .، فاكتور رشد عصبي، تمايز نوروني زنبورعسل، زهرPC12هاي سلول :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هـا در سيـستم عـصبي مركـزي و     بقـا، تكثيـر و تمـايز نـورون    

ايـن  . شودوسيله فاكتورهاي نوروتروفيك تنظيم ميه محيطي ب 
هــاي رشــد هــا، فاكتورفاكتورهــا شــامل خــانواده نوروتــوروفين

هـا  وروفينخانواده نوروت ـ . ها هستند فيبروبلاستي و اينترلوكين  
خود شامل فاكتور رشد عصبي، فاكتور نوروتروفين مشتق شده         

باشند كه پيش برنده  مي4- و نوروتروفين3-از مغز، نوروتروفين
 نام دارد كه    TRKها  گيرنده نوروتروفين . هستند هاتمايز نورون 

                                                 
، دكتـر   گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايـه، دانـشگاه تربيـت معلـم              تهران،  : نويسنده مسئول آدرس  

  محمد نبيوني
)email: nabiuni@tmu.ac.ir  (  

  2/6/1390: تاريخ دريافت مقاله
  27/1/1391 :تاريخ پذيرش مقاله

 شـوند هاي تيروزين كينازي محسوب مـي     جزء خانواده رسپتور  
 است كه بـراي تمـايز و بقـا     NGFها  ترين نوروتروفين مهم .)1(

هاي سمپاتيكي و حسي در سيـستم عـصبي محيطـي و            نورون
 NGF. اسـت هاي كولينرژيـك در مغـز مـورد نيـاز           براي نورون 

  ).1(شود   مي PC12هاي  همچنين سبب تمايز عصبي در سلول     
 مدل مناسبي بـراي بررسـي اثـرات تمـايزي           PC12هاي  سلول

 تحـت   PC12هـاي   سلول. روندفاكتورهاي مختلف به شمار مي    
 بـا گـسترش   FGFو يا NGF تيمار با فاكتورهاي مختلف مثل 

-4(شـوند   هايي با فنوتيپ عصبي تبديل مي     ها، به سلول  نوريت
كه تركيبـات زهـر زنبـور عـسل          داده  تحقيقات قبلي نشان     ).1

تـرين  مهـم . ها دارند اثرات متنوعي در تكثير، بقا و تمايز سلول       
ويـژه اثـرات تمـايزي بـر رده سـلولي           ه  ور كه ب  تركيب زهر زنب  
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  فئوكروماسيتوما اثر زهر زنبور عسل بر تمايز عصبي                                                      دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم مجله / 94
PC12 فسفوليپاز ، دارد A2  است كه اثرات نوروتروفيني داشته و 

 ).4-8(انـدازد   چنين آپوپتوز سلولي را نيـز بـه تعويـق مـي           هم
هـايي هـستند    هاي كرومافيني آدرنال از اولين نوع سلول      سلول

. رفتنـد هاي نورواندوكرين مورد توجه قرار گ     كه به عنوان سلول   
هاي كرومافيني به طور وسيعي بـه عنـوان مـدلي بـراي             سلول

هاي ها و فاكتورهاي سنتز و آزادسازي هورمونمطالعه مكانيسم
 PC12هـاي   سـلول . گيرنـد نوروتروفيك مورد استفاده قرار مـي     

 بنابراين پيشنهاد شده است     .توانايي توليد دوپامين را نيز دارند     
تـوان  ن بيماران پاركينـسوني مـي     ها براي درما  كه از اين سلول   

 هـاي در معرض قـرار گـرفتن سـلول        ).9-12،  1( استفاده كرد 
PC12   باNGF    ليتـر بـراي چنـد       نانوگرم بر ميلي   50 با غلظت

هـا و تبـديل     روز سبب توقف تكثير سلولي و گـسترش نوريـت         
هـاي  هايي با مورفولوژي مشابه با سلول     ها به سلول  شدن سلول 
 مدل مناسـبي بـراي   PC12هاي راين سلول بناب. شودعصبي مي 

). 14،  13 ،1-3(شـوند زايي محـسوب مـي    بررسي اثرات نوريت  
 از نظرمورفولوژيكي انـدازه     PC12هاي  براي بررسي تمايز سلول   

هـا  هاي تمايز يافته و اندازه طـول نوريـت        ها، تعداد سلول  سلول
داده تحقيقات قبلي نـشان      ).16،  15( مورد مطالعه قرار گرفت   

ه تركيبات زهر زنبور عسل  اثرات متنـوعي در تكثيـر، بقـا و               ك
بقـا و تمـايز      ثابـت شـده كـه      همچنين و تمايز سلول ها دارند   

 ـ            نورون وسـيله  ه  هـا در سيـستم عـصبي مركـزي و محيطـي ب
سـعي  مطالعـه   در اين    .شودفاكتورهاي نوروتروفيك تنظيم مي   

 شده با بررسـي و مقايـسه تـوان تمـايزي زهـر زنبـور عـسل و                  
 مدلي مناسـب جهـت      PC12هاي  فاكتور رشد عصبي در سلول    

 فـراهم و گـامي مفيـد در    in vitroمحيط  مطالعات تمايزي در
     .هاي عصبي باشددرمان بيماري

  
  مواد و روشها

 از موسسه پاستور تهران خريداري و در محيط         PC12هاي  سلول
ــشت  ــوي RPMI 1460ك ــاو و  % 10 محت ــرم گ  U/ml100س

گراد و در    درجه سانتي  37پني سلين، در دماي     - استرپتومايسين
براي بررسـي تمـايز     .  نگهداري شدند  CO2% 5رطوبت اتمسفر و    

اي كه   خانه 24هاي   در پليت  cell/well 103×5ها به تعداد    سلول
ليتـر پوشـش    گرم بر ميلي   ميلي 25/0 با پلي دي ليزين با غلظت     

 شت  سـاعت بعـد محـيط ك ـ       24. شده بودنـد، قـرار داده شـدند       
هـاي محـرك    سرم و فاكتور  % 1 محتوي   RPMI1640ها با   سلول

 نـانوگرم بـر     NGF 50غلظت اسـتفاده شـده بـراي        . تعويض شد 
 ميكروگـرم بـر     3 و µg/ml 1براي زهر زنبـور عـسل        ليتر و ميلي
  ).17- 20(ليتر در نظر گرفته شد ميلي

  درصـد  100زهر زنبور عسل به صورت پودر با درجـه خلـوص            
بـراي تعيـين دوز     . شـد   حل )PBS(لول بافر   خريداري و درمح  

 و  9 ،7 ،5،  3 ،1،  هـا مناسب از زهر براي القا نـورون در سـلول         
بـه   MTT assay ليتر زهر زنبور با روش  ميكروگرم بر ميلي11

 و بـا اسـتفاده از       nm570روش اسپكتروفتومتري در طول موج      
ابتدا محـيط كـشت     . مورد ارزيابي قرار گرفت    ANOVAروش  
ليتر محيط كشت جديـد   ميلي 1 سپس   ،ها را خارج كرده   سلول

.   به هر خانه اضـافه شـد       MTT محلول ليترميلي 100به اضافه   
درجـه   37  سـاعت در دمـاي     4  تـا  3ها بـه مـدت      سپس پليت 

 رنـگ   ،بعد از اضافه كردن اين محلول     . انكوبه شدند گراد  سانتي
عـد از   ب.  محيط به علت توليد فورمازان به رنگ آبي در آمدنـد          

ها را از انكوباسيون خارج كـرده و        گذشت اين مدت زمان پليت    
 N HCl-isopropyl alcohol 0.04ليتـر   ميلـي 1بـه هـر خانـه    

.  حـل شـوند  ،هاي آبي رنگ توليـد شـده      اضافه شد تا كريستال   
 سـاعت در دمـاي اتـاق و در تـاريكي            18  تـا  4سپس به مدت    
هـاي  م خانـه  بعد از گذشت اين مدت زمان تما      . نگهداري شدند 

ــووت      ــود را در ك ــول موج ــرده و محل ــگ ك ــت را پيپتين پلي
 ميـزان جـذب    nm570اسپكتروفتومتري ريخته و با طول موج       

 به  ،ها شد سلول% 50غلظت زهري كه سبب مرگ      . ثبت گرديد 
 در نظر گرفته شد كه  اين آزمـايش سـه بـار بـا                LD50عنوان  

ليتـر  ي ميكروگرم در ميل ـ   5 غلظت   .شرايط يكسان انجام گرفت   
بنابراين .  تعيين گرديد  LD50زهر زنبور عسل به عنوان غلظت       

 µg/mlتر از هاي پايينبراي بررسي اثرات تمايزي زهر از غلظت  
  .ليتر استفاده شدگرم بر ميلي ميكرو3 و 1هاي  شامل غلظت5

هـا بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ         هاي مورفولوژي سـلول   بررسي
 از هر خانه عكس گرفته شد و        از پنج ناحيه  . معكوس انجام شد  
هايي كـه داراي    هاي تمايز يافته يعني سلول    سپس تعداد سلول  

هـا بودنـد،     برابـر قطـر سـلول      5/1د نوروني با طول حداقل      يزوا
و   اسـتفاده شـد  Imag Jبراي اين كار از نرم افزار . شمارش شد

 ).26، 25، 22( تكرار شدهر آزمايش سه بار 

هـاي   در پليـت PC12 هاي سلول ،بررسي تكثير سلوليبراي 
 RPMI1640اســتيرني در محــيط كــشت    خانــه پلــي 96

(Gibco, UK)  ساعت قـرار داده شـدند، سـپس بـا     24براي 
NGF    1 ليتر و زهر زنبور عسل     نانوگرم بر ميلي   50 با غلظت 

 روز نگهـداري  8تـا   2ليتـر تيمـار و    گرم بر ميلي  ميكرو  3 و
 تعـويض گرديـد و      بـار   روز يـك   3شدند و محيط كشت هر      

بـراي  .  انجام شـد 7 و 5 ،3 ،1 در روزهاي MTTهاي  بررسي
 10 ، ميكروليتـر محـيط كـشت      100 هر   ياين منظور به ازا   

ليتـر  گرم بر ميلـي    ميلي 5 با غلظت    MTTميكروليتر محلول   
 ساعت در انكوبـاتور بـا دمـاي         4اضافه شد و سپس به مدت       
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 95/  و همكارانكاظم پريوردكتر                                                                                                91 تابستان    2 شماره   22 دوره

 هـر خانـه     گراد قرار داده شـد و سـپس بـه          درجه سانتي  37
هـا بـا     ميكروليتر ايزوپروپانول اضافه شد و جذب سلول       100

 (Elisa reader)  نانومتر و با دسـتگاه اليـزا   570طول موج 

  ).27- 29( گيري شداندازه
گيري فعاليـت   هاي عصبي اندازه  هاي تشخيص سلول  يكي از روش  

كـولين بـه   ، اسـتر تيو در ايـن روش  .آنزيمي اختصاصي آنها اسـت 
اين سوبسترا  . رودبستراي آنزيم كولين استراز به كار مي      عنوان سو 

شود و تيوكولين آزاد شده با معرف دي        توسط آنزيم هيدروليز مي   
 - واكنش داده و به صورت تيوكـولين  (DTNB) تيونيتروبنزوئيك

كنـد و تيونيتروبنزوئيـك     رنـگ رسـوب مـي     تيونيتروبنزوئيك بـي  
(TNB) نــگ بــا دســتگاه ايــن تغييــر ر. شــودزرد رنــگ آزاد مــي

گيـري شـده و ايـن        اندازه nm412اسپكتروفتومتري با طول موج     
تغييرات طول موج نـشان دهنـده ميـزان فعاليـت آنزيمـي و آزاد         

ــدن  ــپكتوفتومتري  . اســتTNBش ــق از روش اس ــن تحقي  در اي
Ellmanو همكاران استفاده شد . 

 و بـراي مقايـسه      ANOVAاز روش آمـاري     مطالعـه،   در اين   
 p>05/0.  اسـتفاده شـد    Tukeyتايي از تـست     ودهاي  نمونه

   . دار تلقي گرديدمعني
  

  هايافته
ــا اســتفاده از PC12بررســي تمــايز رده ســلولي  .1  ب

 مشاهدات مورفولوژي

 بـه   PC12 بررسي مورفولوژيكي تمايز رده سلولي         -الف
 50 بـا غلظـت      NGFهاي تمايز يافته با استفاده از       نورون

  ليترنانوگرم در ميلي
 روز تحـت تـاثير      10 به مدت    PC12هاي   سلول مطالعه، در اين 
NGF            3،  1 قرار داده شدند و از نظر مورفولوژيكي در روز هاي ،

هـا بـا     به معني يك روز بعد از تيمار سـلول         1مثلا روز    (7 و   5
NGF هـاي   سلول ،در روز اول  . مورد بررسي قرار گرفتند   )  است

مونه كنترل بـوده    تيمار شده از نظر مورفولوژيكي كاملا شبيه ن       
هـا بـه     در روز سوم، نوريـت     .و هيچ گونه تمايزي مشاهده نشد     

ها شروع بـه پديـدار شـدن        هايي در اطراف سلول   صورت جوانه 
تمايز سـلولي    مجگسترش يافتند و در روز پن      تدريجبه  كرده و   

هـا بـه صـورت      از نظر مورفولوژيكي كاملا مشهود بوده و نوريت       
-سلول% 80ته و تقريبا بيش از      هاي درهمي گسترش ياف   شبكه

 به نورون تمايز يافتند و اين تمايز تا روز هفتم بـه             PC12هاي  
هـا متمـايز شـده و طـول         اوج خود رسيده و تقريبا تمام سلول      

 ).B و A 1شكل( ها به نهايت خود رسيدنوريت

  
 نـانوگرم   50ت   با غلظ ـ  NGF تيمار شده با     PC12هاي  سلول. A - 1 شكل

 با غلظـت    NGF تيمار شده با     PC12هاي  سلول.  B؛  ر،  روز اول   تليدر ميلي 
  تيمـار شـده بـا    PC12هاي سلول.  C ؛ر،  روزپنجمتلي نانوگرم در ميلي  50

هاي سلول. D ؛ليتر، روز اول   ميكروگرم در ميلي   1زهر زنبور عسل با غلظت      
PC12     ليتـر،   ميكروگرم در ميلـي 1  تيمار شده با زهر زنبور عسل با غلظت

 3 تيمار شده با زهر زنبور عسل بـا غلظـت            PC12هاي  سلول .E ؛پنجم روز
 تيمار شـده بـا زهـر        PC12هاي  سلول. F ؛ليتر، روز اول  ميكروگرم در ميلي  

بزرگنمـايي  .  جمنليتـر، روزپ ـ   ميكروگـرم در ميلـي     3زنبور عسل با غلظت     
  .)باشندد نوروني مييواها نشان دهنده زفلش (Х 400  ميكروسكوپي

 

  
 و زهر زنبـور عـسل       NGF تيمار شده با   PC12هاي  سلول. A  - 2شكل

 PC12هـاي   سـلول . B ؛ليتـر، روز اول    ميكروگـرم در ميلـي     1با غلظت   
    ميكروگـرم در    1 و زهـر زنبـور عـسل بـا غلظـت             NGFتيمار شـده بـا    

 و زهـر  NGF تيمـار شـده بـا   PC12اي هسلول. C ؛ليتر، روز پنجم  ميلي
هاي سلول. D ؛، روز اول  ليتر ميكروگرم در ميلي   3زنبور عسل با غلظت     

PC12   تيمار شده با NGF        ميكروگـرم در  3 و زهر زنبور عسل با غلظـت 
. F ؛، روز اول   نمونـه كنتـرل    PC12هاي  سلول. E ؛، روز پنجم    ليترميلي
 Хگنمايي ميكروسـكوپي    بزر .، روزپنجم  نمونه كنترل  PC12هاي  سلول
 .)د نوروني مي باشنديها نشان دهنده زوافلش (400

 

A B C 

D E F 

A B C 

D E F 
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هـا گـردد بـه عنـوان        از سلول % 50غلظت زهري كه سبب مرگ      

LD50    5شود كه در اين تحقيـق نيـز غلظـت            در نظر گرفته مي 
 LD50ليتر زهر زنبور عسل به عنوان غلظـت         ميكروگرم در ميلي  

هـا از   ظور بررسي تمايز سلول   به همين دليل به من    . تعيين گرديد 
 LD50تر از غلظت به دسـت آمـده بـه عنـوان             هاي پايين غلظت

ليتر اسـتفاده شـد    ميكروگرم در ميلي 3 و   2،  1هاي  يعني غلظت 
  .ها ذكر شدكه جزييات اين روش در بخش مواد و روش

 بـه   PC12 بررسي مورفولوژيكي تمـايز رده سـلولي         -ب
  اده از زهر زنبور عسلهاي تمايز يافته با استفنورون

هاي مختلف زهرزنبور عسل براي بررسـي     در اين تحقيق از غلظت    
 3 و   1هـاي   غلظتهاي اپتيمم،   تمايز سلولي استفاده شد و غلظت     

هاي مورفولوژيكي زهـر    بررسي. ليتر تعيين شد  ميكروگرم در ميلي  
كه در روز اول تعداد     ليتر نشان داد     ميكروگرم در ميلي   1با غلظت   

و اين تعداد در روز %) 8حدود ( باشدهاي تمايز يافته كم مي سلول
سوم به مقدار جزيي افزايش يافته، اما از ايـن روز بـه بعـد تعـداد                 

 به طوري كـه در   ،يابدهاي تمايز يافته به سرعت افزايش مي      سلول
رسيد و بعـد از     % 25روز پنجم اين تعداد به اوج خود يعني حدود          

بـراي  ). D و C 1شـكل . (بين رفتن كردندها شروع به از    آن سلول 
 1ليتر نسبت به زهر با غلظت        ميكروگرم در ميلي   3زهر با غلظت    

 به ،هاي تمايز يافته بيشتر بودسلول ليتر تعداد ميكروگرم در ميلي
ها و در روز سـوم حـدود        سلول% 15طوري كه در روز اول حدود       

هـاي تمـايز    ولها تمايز يافته و در روز پنجم تعداد سل        سلول% 25
ها تمايز يافتند و در سلول% 38يافته به اوج خود رسيدند و حدود     

مير  هاي تمايز يافته ثابت و مرگ و      هاي بعد از آن تعداد سلول     روز
 به طوري كـه در روز هفـتم تقريبـا تمـامي             ،سلولي افزايش يافت  

  ).F و E 1شكل ( ها از بين رفتندسلول
 بـه   PC12 سـلولي     بررسي مورفولوژيكي تمـايز رده     -ج

هاي تمايز يافته با استفاده از زهر زنبـور عـسل و            نورون
NGFزمان به صورت هم 

 NGFليتـر    نانوگرم در ميلـي    50هاي   از غلظت  مطالعه،در اين   
ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي     3 و 1همراه با دو غلظت زهر يعني       

 PC12استفاده شد به طور كلي ميزان القاء تمايز سـلول هـاي             
 و زهر به طور جداگانه      NGFزمان بيشتر از    ت تيمار هم  به صور 

 زمان وبود كه از نظر عددي تفاوت اندكي ميان حالت تيمار هم    
NGF    يعنـي  (زمان  اما تفاوت حالت هم   ، به تنهايي وجود داشت
NGF داري نسبت به اثر زهر به تنهايي بـه طـور معنـي   )  و زهر

)001/0<p (  مـايز   چنين ميزان ت  و هم  قابل توجه بودNGF   بـا 
 NGF  ميكروگـرم در ميلـي ليتـر نـسبت بـه      3زهر با غلظـت  

 ليتر بيـشتر بـود     ميكروگرم در ميلي   1همزمان با زهر با غلظت      

)05/0<p(    زمـان  ها در حالـت تيمـار هـم       ، اما ميزان بقاء سلول
و ميزان بقاء در اين حالت از ميزان بقاء           بود NGFتقريبا مانند   

 )p>001/0(هر به طور معنـي داري  هاي تيمار شده با زنمونه

 .)1نمودار ()2شكل (  بيشتر بود
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 ـ  ه   ب NGF مقايسه اثر زهر زنبور عسل و        - 1 نمودار صـورت  ه  تنهايي و ب

  نسبت به كنتـرل در روز     PC12 رده سلولي    يهازمان بر تمايز سلول   هم
ــار 5 و 3 ،1 ــد از تيمـ ــا p ،**01/0<p ،***001/0<p>05/0* ( بعـ  بـ

 با  Tukey .(NGF =NGF و آزمون تعقيبي     ANOVA ناستفاده از آزمو  
زهـر زنبـور عـسل بـا        = BV1&BV3،  ليتـر  نانوگرم بر ميلـي    50غلظت  
  ليترميكروگرم بر ميلي 3 و 1 هايغلظت

  
 با استفاده از روش     PC12 رده سلولي    Viabilityبررسي   .2

MTT  
ليتـر   ميلـي  1ها را خـارج كـرده سـپس         ابتدا محيط كشت سلول   

 به هـر  MTT محلول ليترميلي 100به اضافه محيط كشت جديد   
  ساعت در دماي   4  تا 3ها به مدت    سپس پليت . خانه اضافه كرديم  

بعد از اضافه كردن اين محلول      . انكوبه شدند گراد  درجه سانتي  37
بعـد از   . رنگ محيط به علت توليد فورمازان به رنگ آبي در درآمد          

ن خارج كرده و بـه      ها را از انكوباسيو   گذشت اين مدت زمان پليت    
 اضافه شد N HCl-isopropyl alcohol 0.04ليتر  ميلي1هر خانه 

 4سپس به مدت    . هاي آبي رنگ توليد شده حل شوند      تا كريستال 
بعـد از   . داري شـدند   ساعت در دماي اتاق و در تاريكي نگـه         18 تا

هاي پليت را پيپتينـگ كـرده و        گذشت اين مدت زمان تمام خانه     
ا در كووت اسپكتروفتومتري ريخته و با طول موج محلول موجود ر

nm570ميزان جذب ثبت گرديد .  
 تيمار شـده بـا   PC12هاي  سلولViability  بررسي-الف

NGF ليتر نانوگرم در ميلي50 با غلظت  
NGF  ها ي سلولفاكتورهايي است كه سبب حفظ بقا از جمله

 ،بـود هاي اين تحقيق نيز اين قضيه حـاكم          در بررسي  .شودمي
هـاي  هاي انجام شـده بـر روي سـلول        به طوري كه در آزمايش    

PC12     در روزهاي اول و سوم ، Viability      سـلولي صددرصـد و 
  .تعيين گرديد% 93 سلولي Viabilityدر روز پنجم 
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 97/  و همكارانكاظم پريوردكتر                                                                                                91 تابستان    2 شماره   22 دوره

 تيمـار شـده بـا       PC12هاي   سلول Viability بررسي   -ب
  زهر زنبور عسل

ليتـر  وگرم در ميلي ميكر7  و5، 3، 2، 1هاي از غلظت  مطالعهاين  در  
 5 غلظـت زهـر      ،هـا  از ميـان ايـن غلظـت       .زهر زنبور اسـتفاده شـد     

 در  زيـرا  . تعيـين گرديـد    LD50ليتر بـه عنـوان      ميكروگرم در ميلي  
بـود و در  % 50 سلولي در ايـن روز  Viabilityبررسي روز اول ميزان     

ميـزان   .هـا از بـين رفتنـد       سـلول  بيـشتر هاي بـالاتر تقريبـا      غلظت
Viability      ليتر نسبت   ميكروگرم در ميلي   1سلولي براي غلظت زهر

و هرچه غلظت زهر افـزايش يابـد         هاي زهر بالاتر بود   به بقيه غلظت  
اي كـه در ايـن      نكته .دهد سلولي كاهش نشان مي    Viabilityميزان  

 سلولي براي   Viabilityآزمايش قابل توجه است اين است كه ميزان         
ليتر از روز اول تا سـوم   در ميلي  ميكروگرم 3  و 2،  1هاي زهر   غلظت

به طور جزئي افزايش يافت و بعد از آن يعني تا روز پنجم بـه طـور                 
هـاي   سلول Viability ميزان   ،به طور كلي   .گيري كاهش يافت  چشم

 بـه ويـژه در روز پـنجم بـه طـور             NGFتيمار شده با زهر نسبت به       
  .)p>001/0 (تر بودپايين داريمعني
 تيمـار شـده بـا    PC12هاي سلولViability  بررسي -ج

NGFو زهر زنبور عسل  

 بـه   NGFليتـر    نـانوگرم در ميلـي     50 از غلظـت     مطالعه، در اين   
ليتـر اسـتفاده     ميكروگـرم در ميلـي     3و   1هاي زهر   همراه غلظت 

 و زهر بـه تنهـايي   NGF سلولي در مصرف    Viabilityميزان  . شد
. ري بيـشتر بـود     دا زمان آنها به طور معني    كمتر و در مصرف هم    

 .آمده است 2 نمودار در MTT با روش Viabilityنتايج حاصل از 
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هـاي مختلـف زهـر زنبـور عـسل و            مقايسه اثر غلظت   - 2 نمودار

NGF   بر درصد بقاء  )viability (   رده سلوليPC12     1 در روزهـاي، 
ــا روش  5 و 3 ــار بـ ــد از تيمـ ، MTT)*05/0<p ،**01/0<p  بعـ

***001/0<p ــتفاده ا ــا اس ــون ب ــي  ANOVA ز آزم ــون تعقيب  و آزم
Tukey.( NGF =NGF  ــت ــا غلظ ــي 50 ب ــر ميل ــانوگرم ب ــر ن  ؛ليت

BV1,BV3,BV5 =        5  و 3،  2،  1هـاي زهر زنبـور عـسل بـا غلظـت 
 .ليترميكروگرم بر ميلي

  

  (AChE) نتايج حاصل از بررسي واكنش آنزيمي .3
البته . ها انجام شد روز پس از تيمار بر روي سلول       6اين بررسي   

 ولي بهتـرين روز     ،بررسي در روزهاي ديگر نيز انجام گرفت      اين  
ايـن   طبـق پروتوكـل  .  روز پـس از تيمـار بـود      6ها  تمايز سلول 

دست آمده ثبـت شـد و       ه  هاي ب ها انجام گرفت و جذب    بررسي
  :سپس شيب نمودار از فرمول زير بدست آمد

  دقيقه / تغيير در جذب= شيب
) ضريب انهدام  (13600و سپس تغييرات شيب تقسيم بر عدد        

و  مساوي است با توليد يك مول محصول بـر ليتـر بـر دقيقـه              
 بـر   ميـزان آنـزيم در محـيط      سپس در واحد رقت ضرب شد و        

نتايج بدست آمده در تعيين مقـدار       . دست آمد ه  حسب واحد ب  
هاي مختلف نشان داد كه ميزان آنزيم در نمونه         آنزيم در حالت  
بيشتر از بقيـه بـود،       35/0ه ميزان    ب NGF+BV3تيمار شده با    

هـاي ديگـر    بنابراين ميزان تمايز در اين حالت بيشتر از حالـت         
مشخص شـد   بنابراين  . بود)   به تنهايي   NGFزهر به تنهايي و     (

هر چه ميزان آنزيم در نمونه بالاتر باشد در نتيجه ميزان تمايز            
  .)3نمودار  (بيشتر است

  مكانيسم عمل واكنش آنزيمي

  تيوكولين             كولين استراز       تيوكولين استر

-تيونيتروبنزوئيك                 دي تيونيتروبنزوئيك+تيوكولين
  (رسوب زرد) تيونيتروبنزوئيك + تيوكولين
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 هاي تيمار شده در روز مقايسه فعاليت آنزيمي در سلول-3 نمودار

اده از  با استفp ،**01/0<p ،***001/0<p>05/0*( بعد از تيمار 6
با غلظت Tukey.( NGF = NGF و آزمون تعقيبي ANOVA آزمون

 ميكروگرم بر 3زهر زنبور عسل با غلظت =BV؛  ميكرو مولار5/0
  .ليترميلي

  
  بحث

ــلول   ــديل س ــايي تب ــه توان ــا توجــه ب ــاي ب ــرايط PC12ه  در ش
هـاي عـصبي، در تحقيـق حاضـر از ايـن            آزمايشگاهي به سـلول   
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هـا در حـضورزهر زنبـور و        ولها اسـتفاده شـد و ايـن سـل         سلول

هاي عصبي حاصـل    فاكتوررشد عصبي كشت داده شدند تا سلول      
 اعتقاد بر اين است كه با دسـتيابي بـه دانـش فنـي توليـد                 .شود
توان اين  مي هاي عصبي و با فراهم آوردن امكان تمايز آنها        سلول
هـاي سـلول درمـاني و پيونـد         ها را در جهت بررسي روش     سلول

 و همكـارانش    Ohuma ،2006در سـال    .  گرفـت  كـار ه  سلولي ب 
 در محـيط كـشت مناسـب تكثيـر     PC12هاي سلول بيان كردند

، تكثير را متوقـف كـرده و بـه          NGFيابند و به دنبال تيمار با       مي
هاي ما نيز اين نتايج را      كه يافته  يابندهاي عصبي تمايز مي   سلول

كردنـد   و همكارانش بيـان      Das ،2004در سال   ). 24( تاييد كرد 
 داراي اشكال گرد و كوچك      NGF در غياب    PC12هاي  كه سلول 

 اما در معرض قـرار دادن ايـن         ،د خيلي كمي دارند   يهستند و زوا  
هاي  به مدت هفت روز سبب افزايش قطر سلول NGFها باسلول

PC12شـود ها مي و همچنين گسترش نوريت.  Das و همكـاران 
دار و طـول    هاي نوريـت  ها، تعداد سلول  براي بررسي تمايز نورون   

  NGFهايي كه باكه سلول و اعلام كردند گيريها را اندازهنوريت
هـا را نـشان    طول نوريت  بيشترينتيمار شده بودند در روز ششم       

 ).7(ها تمايز يافتـه بودنـد       سلول% 90داده و در روز هفتم تقريبا       
ه، هاي تمايز يافت  ما نيز در آزمايشات خود با شمارش تعداد سلول        

دست آورديم كه حدود    ه   را در روز ششم ب     NGFحداكثر تمايز با    
 .ندها تمايز يافته بودسلول% 95

هـاي  زنبوردرماني از زمان بسيار قديم در درمان انـواع بيمـاري          
عفوني، التهابي و مفصلي كاربرد فراوانـي داشـته و امـروزه نيـز           

بقـا،  ثابت شده كه زهر زنبور عسل و يا تركيبات آن در تكثير،             
، 2003در سـال    . هـا اثـرات متفـاوتي دارد      تمايز و رشد سـلول    

Nakashima        و همكارانش بيان كردند كه فسفوليپاز A2  باعث 
ايـن عمـل    . شـود  مـي  PC12هـاي   هـا در سـلول    ايجاد نوريـت  

   همـراه بـا آزاد شـدن اسـيدهاي چـرب صـورت       A2فسفوليپاز  
 با توجه   توان را مي  A2گيرد، حتي مقدار فعاليت فسفوليپاز      مي

به مقدار آزاد شدن اسيد هاي چربي مثـل آراشـيدويك اسـيد             
-Neuriteدهـد كـه القـاء        تحقيقـات نـشان مـي      .ارزيابي كـرد  

Outgrowth) ــيله فـــسفوليپاز ) نوريـــت زايـــي ــا A2بوسـ   يـ
 به طور نزديكي وابسته به توانـايي        P15هاي آن مثل    هومولوگ

هـاي   در آزاد كردن اسـيدهاي چـرب در سـلول          A2فسفوليپاز  
 و همكارانش Masuda ،2005در سال  ).23(  استPC12زنده 

 در آزمايــشات خــود اثــرات Nakashimaضــمن تاييــد نتــايج 

 را بـه صـورت تـوام و جداگانـه           NGF و   A2تمايزي فسفوليپاز   
 در  A2مورد بررسي قرار دادند و نـشان دادنـد كـه فـسفوليپاز              

 اسـت  مـوثر    PC12هـاي    در سلول  Neurite-Outgrowthايجاد  
 توانايي آنها   ،PC12هاي  يكي از دلايل اثبات تمايز سلول     ). 21(

ما نيـز  ). 30،  24،  7(در توليد آنزيم استيل كولين استراز است        
 ـ      در آزمايشات خود بـا انـدازه       يم نتيجـه   زگيـري ميـزان ايـن آن

 و زهـر زنبـور      NGF بـا تيمـار بـا        PC12هاي  گرفتيم كه سلول  
 استيل كولين استراز توليد     عسل به سلول عصبي تمايز يافته و      

در تحقيقي كه ما انجام داديم از زهر زنبور عـسل بـه         . كنندمي
زهر زنبور عسل از تركيبـات زيـادي        . صورت كامل استفاده شد   

ساخته شده است كه در برخي مقالات به اثرات تمايزي برخـي   
بايد توجه داشت كه . اشاره شده استPLA2 از اجزاي آن مثل 

بـر و   اجزاي سازنده آن رونـدي پيچيـده، زمـان        تفكيك زهر به    
هـاي داراي نوريـت در رده سـلولي          تعداد سلول  .پرهزينه است 

PC12   گرم بـر    ميكرو 1ا زهر زنبور عسل با غلظت        تيمار شده ب
تعداد  دست آمد و  ه  ب% 25ليتر در روز پنجم بعد از كشت        ميلي
در ليتـر   گرم بر ميلي   ميكرو 3هاي داراي نوريت با غلظت      سلول

كـه گـروه     در حالي . دست آمد ه  ب% 38روز پنجم بعد از كشت      
Nakashima     كه اثرات تمايزي PLA2)      كه يكي از اجزاي مهم

  نـانو مـولار بـر روي        10را بـا غلظـت      ) زهر زنبور عـسل اسـت     
ــداد  PC12هــاي ســلول ــد، تع ــرار داده بودن ــورد بررســي ق      م
  .نداعلام كرد% 37در روز پنجم را  هاي داراي نوريتسلول
توانـد بـه    توان نتيجه گيري كرد كه زهر زنبـور عـسل مـي           مي

 در القاء تمايز عصبي مورد توجه قرار گيرد         يعنوان عامل موثر  
و با توجه به اينكه دوزهاي بالاي آن اثـرات آپوپتوتيـك نـشان              

زمـان بـا عوامـل      ين آن به صورت هـم     ي ازدوزهاي پا  ،داده است 
  .  رشد استفاده شودهايالقاء كننده ديگر از جمله فاكتور

  
  تشكر و قدرداني 

نويسندگان اين مقاله مراتب سپاس و تشكر خود را از مديريت           
مركــز تكثيــر و پــرورش حيوانــات آزمايــشگاهي و آزمايــشگاه  

دانشكده علـوم     تكويني گروه زيست شناسي    -تحقيقاتي سلولي 
هايشان براي انجام ايـن     دانشگاه تربيت معلم به واسطه حمايت     

  .دارندعلام ميپروژه ا
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