
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1393، 1، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

144 

بر ترشح  (MCP) پكتين تغيير يافته مركباتو  (AP) اسيد پكتيك دو پكتين سيب يا اثر
  GH3/B6 هيپوفيز موشتوموري  هايلسلو دودمان در يدانيتريك اكس

  1سارا دشت بزرگي و 1لادن دلفي، 1،آمنه رضايوف1*، حوري سپهري1حسن مقتدري

 گروه فيزيولوژي جانوريپرديس علوم، دانشكده زيست شناسي،  دانشگاه تهران، تهران،

  27/8/92 :تاريخ پذيرش  18/9/91 :تاريخ دريافت

 چكيده

مطالعه . ي توموري هستندسلولهاپكتينها تركيبات پلي ساكاريدي ديواره سلولي گياهان مي باشند كه قادر به القاي آپوپتوز در 
ي غده اي هيپوفيپز موش سلولهاكه از   GH3/B6ي لاكتوتروفسلولهادر نيتريك اكسايد  آزادسازيبر  را حاضر اثر اين مواد

 طوريه ب، غلظت آن بستگي دارد به نوع سلول و توموري يسلولهاثير نيتريك اكسايد بر أت . مي دهدقرار مورد بررسيباشند،  مي
آنزيم نيتريك  انجام شده نشان دادند كهدر پژوهشهاي  .نقش مهاري و تسهيلي در روند آپوپتوز مي باشد قادر به ايفاي هر دو كه

 .آرژنين مي گردد -باعث توليد نيتريك اكسايد از ال يان مي شود وب GH3/B6 دودمان سلولي هيپوفيز موش،در  ،اكسايد سنتتاز
پكتين تغيير يافته  و )AP(ي مختلف اسيد پكتيك يا پكتين سيب غلظتهاپس از تيمار با  GH3/B6سلولهاي  مطالعهدر اين 
تعيين  MTTبا استفاده از تست  درصد مهار تكثير سلولي سپسو  در آنها انجام شد ، سنجش نيتريك اكسايد)MCP(مركبات 
درصدي ترشح نيتريك  40افزايش موجب ،ساعت 4پس از  ،اسيد پكتيك mg/ml1با  سلولهاانكوباسيون ، در اين پژوهش. گرديد

ترشح نيتريك  ثيري برأت) (MCP پكتين تغيير يافته مركباتمختلف ي غلظتها در حالي كه مي گردد، شاهد اكسايد نسبت به گروه
از پكتين تغيير يافته  5 و mg/ml 3از اسيد پكتيك و  5و  mg/ml5/2 ي غلظتها، ست كها مساله قابل ملاحظه اين. اردند اكسايد

نتيجه كلي در اين مطالعه را مي توان چنين بيان . گردند ميرا موجب  سلولهاساعت، مهار تكثير  48و  24مركبات در انكوباسيون 
فاقد اين اثر ) MCP(كه پكتين مركبات  در حالي .شودمي  GH3/B6ي سلولهاموجب آزاد سازي نيتريك اكسايد از  APكرد كه 
از راه آزادسازي نيتريك اكسايد اين مهار را انجام مي دهد  APاثر مهاري دارند بنابراين  يدو پكتين بر تكثيرسلول اما هر مي باشد،

  .مسير عملكردي ديگري مستقل از آزادسازي نيتريك اكسايد را دارا مي باشد MCPو 
  GH3/B6، نيتريك اكسايد، سلولهاي)MCP( اسيد پكتيك، پكتين تغيير يافته مركبات :كليدي واژه هاي

 hsepehri@khayam.ur.ac.ir :كييالكترون پست ،02161112626: تلفن مسئول، سندهينو* 

  مقدمه
به عنوان يك 1987يد براي اولين بار در سال انيتريك اكس

ماده  اين .)13( عروق كشف شد درشل كننده فاكتور 
براي عبور از  چربي دوست است و قابليت انتشار بالايي

تراكم  فعاليت آن به نوع سلول هدف و دارد، ءعرض غشا
نيتريك اكسايد داراي نيمه عمر . )18( آن بستگي دارد
به  اين ماده .)20(استثانيه  45-15بين كهكوتاهي است 

نوكلوتيد ها نمي  تنهايي قادر به ايجاد واكنش با پروتئينها و
 ،مي گرددباشد ولي در حضور سوپر اكسايد واكنش پذير 

 .شهرت دارد RNOS)(كه به نيتريك اكسايد فعال ويژه 
RNOS  است كه از اكسيد  نيتريك اكسايدي از انوع ويژه

 و توليد مي شوديد توسط سوپر اكسيد اشدن نيتريك اكس
ن يا .گرددمي باعث ايجاد راديكالهاي آزاد نيتريك اكسايد 

 دارند نوكلوتيدها و پروتئينهامواد ميل تركيبي بالايي براي 
نيتروژن تري اكسايد، دي  شامل نيتروژن دي اكسايد، كه

. باشند ميو دي نيتروژن تترا اكسايد  نيتروژن تري اكسايد
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 باشد صورت زير ميه ب RNOS واكنش شيميايي توليد
)21(.  

2NO + O2→2NO2               Nitrogen dioxide 

NO2 +1/2O2→NO3            Nitrogen trioxide 

NO2+NO→N2O3                      Dinitrogen trioxide 

NO2+ NO2→N2O4            Dinitrogen tetraoxide 

RNOS بار مثبت يونهاي فلزي موجود در  د باتوان مي
يد امانند واكنش نيتريك اكس ،كمپلكس آنزيمها واكنش دهد

 و  NO3باعث توليد آنيون  هموگلوبين كهبا آهن موجود در 
NO3تركيب يون  .مي گرددهموگلوبين  مت

آهن  با -
- موجود در گوانيل سيكلاز باعث توليد كمپلكس آهن

آنيون . گردد ميغير فعال شدن گوانيل سيكلاز و نيتروزيل 
NO3   به مي تواند باعث القاي آسيبDNA،  پراكسيداسيون

   .)5( گردد پروتئينهاشكستن  ليپيدها و

براي انجام  .آرژنين ساخته مي شود -نيتريك اكسايد از ال
 .استاكسيژن لازم  و NADPH، FAD، BH4اين واكنش 

 سيترولين مي محصولات ابن واكنش نيتريك اكسايد و
واكنش توسط آنزيم نيتريك اكسايد  كاتاليز اين .دنباش
  .)16و  15( صورت مي گيرد ازتسنت

) NOS( سنتتاز نيتريك اكسايدآنزيم هاي مختلفي ازايزوفرم
 دريك دامنه وسيع از شرايط فيزيولوژيك و كه وجود دارد

دوگروه كلي  دراين ايزوفرمها  .مي گردندپاتولوژيك فعال 
  .قرار مي گيرند

مقدار اين ايزوفرمها : ايزوفرمهاي وابسته به كلسيم - 1
 دنكن ديگر توليد مي گروهنيتريك اكسايد كمتري نسبت به 

اين ايزوفرمها شامل دو  .استدر حد نانومولار مقدار آن  كه
  :عبارتند ازكه د نگروه مي باش

كه در  (eNOS)رگي نيتريك اكسايد سنتتاز اندوتليوم - 
  .)3(ثر استؤمرگها  گشاد كردن

در سلول  كه nNOS)(عصبي نيتريك اكسايد سنتتاز - 
در پلاستيسته نوروني دخالت و  فعال مي باشد عصبي
 .)14(دارد

اين ايزوفرم مقدار در : ايزوفرم غير وابسته به كلسيم - 2
در حد ميكرومولار است كه شامل نيتريك اكسايد توليد 

  .باشد يگ گروه مي

ابتدا در  كه iNOS)( القايي نيتريك اكسايد سنتتاز - 
 TNF-α سلولهاي ايمني كشف شد و اينتر لوكين ها و

  .)22(دند آن را فعال كننتوان مي

ي سلولهايد در انقش نيتريك اكسلازم به ذكر است كه، 
به نوع  اين ماده اثر و سرطاني به خوبي شناخته نشده است

تحقيقات نشان داده . بستگي دارد آن تراكممقدار  سلول و
نقش  سلولهايد در بعضي از ااكسنيتريك است كه، 

. ي داردآپوپتوزنقش ضد ديگر در بعضي  و )8( يآپوپتوز
اضافه كردن دهنده هاي نيتريك اكسايد به ، به عنوان مثال

باعث جلوگيري از روند آپوپتوز  U937ي مونوسيت سلولها
ي سلولهادر ، در ضمن .)12( مي شود سلولهادر اين 

پايين از يك دهنده  تراكمMCF-7 سرطان سينه انسان 
باعث  (SNP)مانند سديم نيترو پروسايد  نيتريك اكسايد

قادر به   آن بالاي تراكم كه، در حاليمي شود  آپوپتوزمهار 
علاوه بر اين،  .)7( باشدمي  سلولها اين در آپوپتوز القاي
دهنده هاي نيتريك ، Raw-264ي ماكروفاژي سلولهادر 
باعث القاي بيان  SNPو  يد مانند نيتروگلوتامينااكس

مي سلول اين در  آپوپتوزبروز افزايش  و p53پروتئين 
   .)6( گردند

سلول توموري هيپوفيز موش دودمان در تحقيق حاضر از 
GH3/B6  استفاده شد كه قابليت سنتز و ترشح هورمون

اين در ضمن،  ).10(رشد و پرولاكتين را دار مي باشد 
بيان نيز را  nNOSو  iNOSدودمان سلولي ايزوفرمهاي 

  ). 19(كند  مي

  روشها مواد و
محيط در  GH3/B6ي سلولها :GH3/B6كشت سلول - 

درصد  سرم  5/12به همراه  HamsF12 (GIBCO)  كشت 
  درصد سرم جنين گوساله 5/2و  (HIMEDIA) اسب
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(GIBCO)  شرايط اتمسفري  .شده كشت داده شدغير فعال
 37دماي  ،درصد 95رطوبت  سلولهااين مناسب براي رشد 

. درصد دي اكسيد كربن مي باشد 5درجه سانتي گراد و 
 تك لايه به سطح فلاسك چسبيده واين سلولها به صورت 

  .)2و 1( دنتكثير مي شو

دست آوردن ه براي ب: سلول مهار تكثيربررسي درصد  - 
 .شداستفاده  MTTسلول از روش  مهار تكثيردرصد 

سلول  104 تعدادخانه اي  96در هر چاهك پليت 200
 ساعت پيش انكوباسيون، 72پس از  سلولها. كشت داده شد

  AP )(FLUKA ، MCPي مختلف غلظتهابا 

)EcoNugenics( وSNP ) (MERCK  سپس  .شدتيمار
در انكوباتور  ساعت 48و  24، 6پليتها براي مدت زمانهاي 

 μl20پس از طي زمان مورد نظر به هر چاهك . قرار گرفتند
شد اضافه  mg/ml5با غلظت  MTT )(SIGMAاز محلول 

ساعت  3براي مدت درجه سانتي گراد  37و در دماي 
از انكوباتور  سلولهاسپس پليت حاوي  .انكوبه گرديد

تخليه و به چاهكهاي  سلولهاو محيط روي  هخارج شد
سپس . اضافه گرديد μl200 DMSO) (SIGMAمورد نظر 

در طول موج  microplate Readerجذب با دستگاه ميزان 
nm630 براي به دست آوردن  .مورد بررسي قرار گرفت

بر اين  .)18( مهار تكثير سلول از فرمول زير استفاده گرديد
ي غلظتهادر زمانهاي مختلف و  سلولهااساس مهار تكثير 

  . مختلف ماده مورد نظر به دست آمد

  

  
  

 از نيتريك اكسايدبراي سنجش  :نيتريك اكسايدسنجش  - 
سلول  105 تعداد بدين منظور .شدگريس استفاده  واكنشگر

. داده شدخانه اي كشت  24مولتي ديشهاي هر چاهك در 
ي غلظتهابا  سلولهاساعت پيش انكوباسيون،  70 پس از

پليتها براي  .شدندتيمار  SNP و AP ، MCPمختلف 
در انكوباتور قرار  ساعت 48و  24، 6، 4، 2زمانهاي 
 يز محيط رويا µl50پس از طي زمان مورد نظر  .گرفتند

 سولفانيل آميد محلول µl50به آن  و  برداشتهسلول را 

)MERCK(  سپس  و گرديداضافهµl50 محلول NED 
Naphthylethyl-enediamindihydrochloride)( 

)MERCK(  جذب با  .گرديداضافه نيز به همه چاهكها
خوانده  nm570در طول موج  microplate Readerدستگاه 

نيتريك آزاد سازي با مقدار  در اين طول جذبميزان . شد
ميزان ترشح نيتريك اكسايد . )11(بطه مستقيم داردرا اكسايد

براي هر غلظت از مواد مورد استفاده جهت تيمار از رابطه 
  :استفاده شدزير 

  

  
  

 SPSSنرم افزار  از آناليزهاي آماري با استفاده :آناليز آماري

يك طرفه انجام شده  ANOVAو تست پارامتريك  15
 .گرديدبه عنوان اختلاف معني دار محاسبه   P≥05/0. است

  .شدنشان داده ) n= 3(ميانگين  ±SEMنتايج به صورت 
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در تصوير سمت راست كاهش حجم . ساعت 48اسيد پكتيك در زمان انكوباسيون mg/ml 5پس از تيمار با  سلولهاتغييرات مورفولوژيكي  -1شكل 
 .نشان داده شده است تصوير سمت چپ گروه  كنترل  مي باشد سلولهاسلول و گرانوله شدن 

 
در تصوير سمت راست كاهش حجم سلول . ساعت 48در زمان انكوباسيون mg/ml 5 MCPپس از تيمار با  سلولهاتغييرات مورفولوژيكي  -2شكل 

 .نشان داده شده است تصوير سمت چپ گروه  كنترل  مي باشد سلولهاو گرانوله شدن 

 
در تصوير سمت راست كاهش حجم سلول و . ساعت 48در زمان انكوباسيون SNP10mMپس از تيمار با  سلولهاتغييرات مورفولوژيكي  -3شكل 

 .نشان داده شده است تصوير سمت چپ گروه  كنترل  مي باشد سلولهاگرانوله شدن 
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  نتايج
ي سلولهامورفولوژي بر  SNPو  AP  ،MCPاثر  - 

GH3/B6 :  به منظور مطالعه اثرAP ،MCP  وSNP  بر
در هر سلول  104، تعداد GH3/B6ي سلولهامورفولوژي 

پيش مدت . خانه اي كشت داده شد 96چاهك پليت 
ي غلظتها سپس. در نظر گرفته شدساعت  72انكوباسيون 
 )3شكل( SNP، )2شكل( MCP، )1شكلAP (مختلف از 

 سلولهااين . اثر داده شد سلولهاروي  ساعت 48در زمان 
 ووسيله ميكروسكوپ اينورت مورد بررسي ه ب

  .ندقرار گرفتعكسبرداري 
پس از سپري  GH3/B6ي سلولهاتغييرات مورفولوژيكي 

  به ترتيب زير مي باشدساعت  48شدن 
ي كه نمونه كنترل مي باشند در آنها يسلولهاگروه  - 1

  .تغييري از اين نظر ايجاد نشده است
 SNP و AP، MCP ي تيمار شده با دوز بالاسلولهادر  - 2

، كاهش حجم سلول ءتغييراتي نظير چروكيده شدن غشا
 سلولهاضمنا تعدادي از . مشاهده گرديد آن وگرانوله شدن

  .رديدنداز كف فلاسك جدا شده وشناور گ
وسيله ه ب GH3/B6ي سلولهابررسي درصد مهار تكثير -

تأثير  تيمار ساعت 6در زمان  MCPو MTT  :APتست 
 GH3/B6ي سلولهامحسوسي بر درصد مهار تكثير 

 يغلظتهاساعت در  48و  24در زمان AP اما ، نداشت
mg/ml 5  باعث افزايش معني دار درصد مهار تكثير  5/2و
. )4شكل( ) p<0.001( گرديدنسبت به گروه كنترل  سلولها

با ساعت  48 و 24در زمان  MCP همچنين
افزايش معني دار مهار تكثير باعث   3و  mg/ml  5يغلظتها
 .مي شودنسبت به گروه كنترل  GH3/B6ي سلولها

)p<0.001 ( )5شكل(. 

SNP  يغلظتهابا mM 20  عت سا 6 پس از 5، 10و
ي سلولهاباعث افزايش معني دار مهار تكثير انكوباسيون 

GH3/B6  شد نسبت به گروه كنترل)p<0.001.(  اين ماده
 1، 5، 10و  mM 20 يغلظتهابا  48و  24در زمانهاي 

نسبت به  GH3/B6ي سلولهاافزايش معني دار مهار تكثير 
 .)6شكل( )p<0.001(را نشان داد گروه كنترل 

درصد مهار  ،كه گرفتگونه نتيجه  بنابراين مي توان اين
 SNPو  AP ،MCPتحت تأثير  GH3/B6ي سلولهاتكثير 

نشان  افزايش ،دوز و زماندر يك حالت وابسته به 
كه تحت  GH3/B6ي سلولهادر ضمن مهار تكثير . دهد مي

معني داري  افزايشساعت قرار گرفته اند  48ون يانكوباس
ساعت نشان  24انكوباسيون  در مهار تكثيرسلولنسبت به 

  .) p<0.001(داد 

  
 5و mg/ml5/2ي غلظتها. ساعت انكوباسيون48و24و6پس از GH3/B6ي سلولهابر درصدمهار تكثير اسيد پكتيك ي متفاوتغلظتهااثر  -4شكل 

AP  مقادير ارائه شده معادل . ي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل شده استسلولهاباعث افزايش معني دار مهار تكثيرmean±S.E.M باشند مي. 
)p<0.001  =a و   ،N=3( 
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ي غلظتها. ساعت انكوباسيون48و 24، 6از پس GH3/B6ي سلولهابر درصد مهار تكثير  پكتين تغيير شكل يافته مركبات ي متفاوتغلظتهااثر  -5شكل

mg/ml5/15و3وMCP مقادير ارائه شده معادل . ي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل شده استسلولهاباعث افزايش معني دار مهار تكثير
mean±S.E.M مي باشند. )p<0.001  =a و   ،N=3( 

  
 10، 20ي غلظتها. ساعت انكوباسيون 48و 24، 6پس از  GH3/B6ي سلولها تكثيربر درصد مهار  سديم نيتروپروسايدي متفاوت غلظتهااثر  -6شكل

مقادير ارائه . ي تيمار شده نسبت به كنترل ايجاد كرده استسلولهاتفاوت معني داري در افزايش مهار تكثير ميلي مولار سديم نيتروپروسايد 5/0، 1، 5،
  )n=3و  p<0.001  =a ،p<0.01  =b ،p<0. 05  =c( .مي باشندmean±S.E.Mشده معادل 
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غلظت . انكوباسيون  48و   24،  6، 4، 2پس ازساعت GH3/B6ي سلولها در يدابر ترشح نيتريك اكس اسيد پكتيك ي متفاوتغلظتهااثر  -7شكل 
1mg/mlAP  ي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل شده استسلولهاباعث افزايش  معني دار بر ترشح نيتريك اكسايد از) .p<0.001  =a و   ،N=3( 

 
 GH3/B6ي سلولها در نيتريك اكسايدترشح  بررسي -

ر زمان د mg/ml1با غلظت  AP: گريس واكنشگربوسيله 
از  نيتريك اكسايدثير معني داري بر ترشح أساعت ت 2

و  24، 6، 4در زمانهاي  نشان نداد، اما GH3/B6سلولهاي 
از  نيتريك اكسايدترشح  باعث افزايش معني دار ساعت 48

 )p<0.001( شدسلولهاي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل 
، 6، 4، 2هاي زماناز  يكهيچ در  MCP درحاليكه .)7شكل(

 نيتريك اكسايدثير معني داري بر ترشح أتساعت  48و  24
 . )8شكل(شت ي تحت تيمار نسبت به كنترل نداسلولهااز 

SNP  با غلظتμM 200  ثير أساعت ت 2 زماندر  100و
ي تحت سلولهااز  نيتريك اكسايدمعني داري بر ترشح 
، 4در زمان هاي  اما ،نمي دهدنشان تيمار نسبت به كنترل 

نيتريك ترشح  افزايش معني دارباعث  ساعت 24و  6
ثير أساعت ت 48 زمان در اما. )p<0.001( مي شود اكسايد

نشان ي سلولهااز  نيتريك اكسايدمعني داري بر ترشح 
بعد از اين  SNPدليل آن مصرف تمام  احتمالا دهد كه نمي

 .)9شكل( .مدت مي باشد

 بحث

در زمان ) AP( پكتين سيب داده است كهتحقيقات نشان 
 را افزايش مي نترشح پرولاكتي ،يون كوتاه مدتانكوباس

 در زمان انكوباسيون بلند مدت باعث و )17و  16، 9( دهد
 .)4( مي گردد GH3/B6ي سلولهادر  آپوپتوز القاي

ي سلولهاي مواد پكتيني بر آپوپتوزمكانسيم دقيق اثر 
از سوي  .به خوبي شناسايي نشده استسرطاني  توموري و

ي سرطاني بسيار سلولهانقش نيتريك اكسايد در  ،ديگر
به  آپوپتوزتسهيلي آن بر روند  اثر مهاري و پيچيده است و
  .)7.(ت نيتريك اكسايد بستگي داردظغل نوع سلول و

 
 
 

  
  

ي غلظتها .ساعت انكوباسيون 48و   24،  6، 4، 2پس از GH3/B6ي سلولها در بر ترشح نيتريك اكسايد MCPي متفاوتغلظتهااثر  - 8شكل 
مقادير ارائه شده معادل . ي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل نشده استسلولهاباعث تغيير  معني دار بر ترشح نيتريك اكسايد از  MCPمختلف 

mean±S.E.M مي باشند.N=3 
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. ساعت انكوباسيون 48و   24،  6، 4، 2پس از GH3/B6ي سلولها در بر ترشح نيتريك اكسايد سديم نيتروپروسايدي متفاوتغلظتهااثر  -9شكل 
. ي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل شده استسلولهاباعث افزايش  معني دار بر ترشح نيتريك اكسايد از سديم نيتروپروسايد μM،100،200غلظتهاي

)p<0.01  =b،p<0.001  =a و    ،N=3(  

 
 .بر القاي آپوپتوز در سلول از طريق آزاد سازي نيتريك اكسايد نشان داده شده است) AP(در اين شكل مسير احتمالي تأثير پكتين سيب   -10شكل 

 
به  ،ثير مي گذارندأت نيتريك اكسايدمواد مختلفي بر ترشح 

اعث  كاهش ب GH3/B6ي سلولهاعنوان مثال استروژن در 
اين عمل توليد نيتريك اكسايد را  مي گردد و nNOSبيان 
طبق بررسيهاي انجام  .)23( كاهش مي دهد سلولهااين  در

 نيتريك اكسايدميزان ترشح  L-ARGININE و SNPشده  

 علاوه بر اين،. )23( افزايش مي دهند  GH3را در سلولهاي
 باعث مهار SNPي بالاي غلظتهاكه داده اند نشان محققين 

و سلولهاي  انساني ي سرطاني پروستاتسلولهارشد 
طبق بررسيهاي انجام  .)19( دنمي گردانسان سرطاني دهان 

به محيط  نيتريك اكسايداضافه كردن يك دهنده شده، 
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در باعث مهار ترشح پرولاكتين  GH3/B6كشت سلولهاي 
با توجه به اينكه مكانيسم القاي  .)18( مي شود سلولهااين 

ي توموري و سلولهاآپوپتوز توسط مشتقات پكتيني بر 
سرطاني ناشناخته مي باشد، بررسي نقش احتمالي ترشح 

پس از  ،سلولهانيتريك اكسايد در القاي آپوپتوز بر اين 
در نظر  مطالعههدف اين به عنوان  ،تيمار با مواد پكتيني

  :گرفتكلي مورد بررسي قرار  مطلبدو و. گرفته شد
بر توليد نيتريك  MCP و )AP( بررسي اثر اسيد پكتيك- 1

 GH3/B6اكسايد توسط سلولهاي 

تكثير  مهار رشد و بررسي نقش نيتريك اكسايد در- 2
  سلولها
بر ترشح  يثيرأساعت ت 2در زمان  AP، كهداد نشان  نتايج

ساعت  48و  24، 6، 4نيتريك اكسايد ندارد ولي در زمان 
ترشح نيتريك  اعث افزايش معني دارب mg/ml 1با غلظت 

 AP 5/2و  mg/ml 5ي غلظتهاضمن،  در .اكسايد مي گردد
مي  سلولهاساعت باعث مهار تكثير  48 و 24در زمانهاي 

مي توان  احتمالاً APرا براي  سلولهااثر مهار تكثير . گردند
ورود . به خاطر افزايش ورود كلسيم به داخل سلول دانست

را فعال كرده و باعث توليد  nNOSايزوفرم  ،يون كلسيم
نيتريك  با توجه به اينكه،. )21( نيتريك اكسايد مي گردد

، مي باشد به سلول محرك ورود كلسيم نيز خود اكسايد
مقدار ، سلولهابنابراين با توليد نيتريك اكسايد درون اين 

از . )22( افزايش بيشتري مي يابد يكلسيم درون سلول
طرف ديگر نيتريك اكسايد تحت تأثير سوپر اكسيد هاي 
درون سلولي به راديكال آزاد نيتريك اكسايد تبديل 

و تخريب  DNAباعث آسيب به  اين راديكال آزاد شود مي
   ).5( )10شكل ( آن گردد

تكثير  3و  mg/ml 5ي غلظتهابا  MCP، از طرف ديگر
ثيري بر أت كه، حالي د دركن را مهار مي GH3/B6ي سلولها

اين  ،بنابراين .اردند سلولهااين  در ترشح نيتريك اكسايد
 مستقل از سلولها بر  MCPثير أكه ت احتمال وجود دارد

  .باشدمسير نيتريك اكسايد 
اسيد پكتيك يا پكتين كه،  نتايج كلي اين مطالعه نشان داد

سيب با تحريك ورود كلسيم به سلول باعث فعال شدن 
ترشح نيتريك اكسايد  آنزيم نيتريك اكسايد سنتاز و

گردد، ولي پكتين تغيير يافته مركبات در پيدايش اين  مي
راين بناب .بي اثر است GH3/B6ي سلولهامكانيسم در 

را از طريق افزايش  GH3/B6ي سلولها پكتين سيب احتمالاً
نيتريك اكسايد به طرف آپوپتوز مي برد واين مكانيسم 

  .تواند به علت افزايش كلسيم داخل سلولي باشد مي
  قدرداني تشكر و

پرديس  –پژوهش حاضر توسط بودجه دانشگاه تهران 
 خانم دانيل گرجيسركار از . علوم انجام يافته است

)Danielle Gourdji (پژوهشگرcollege de France  و 
INSERM سلول  يبراي اهداGH3/B6 آزمايشگاه  به

آقاي كاوه  جناب از .مي گردد قدرداني فيزيولوژي جانوري
كمال تشكر و امتنان به خاطر همكاري بي دريغشان دارابي 
  .را دارد
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Effect of apple pectin or pectic acid and modified citrus pectin on 
NO release and inhibition of cell proliferation in rat pituitary 

tumor cells GH3/B6 
Moghtaderi H., Sepehri H., Rezayof A., Delphi L. and Dashtbozorgi S. 

Animal Physiology Dept., Faculty of Biology, University College of Science, University of Tehran, Tehran, 
I.R. of Iran 

Abstract 

Nitric oxide (NO) can both induce and suppress apoptosis according to the 
physiological conditions. Recent investigations have indicated that pectin derivatives, 
which are polysaccharides in the cell wall of plants, are able to induce apoptosis in 
cancerous cells. In the present study the amount of NO release from rat pituitary tumor 
cell line GH3/B6 after treatment with deferent concentration of modified citrus pectin 
(MCP), pectic acid (PA), SNP (as positive control) and L-NAME (as negative control) 
is under investigation. The cells were cultured in Ham’s F12 medium which was 
completed with 10% FBS and treated with different concentration of MCP and AP. The 
cell proliferation inhibition rate was determined with MTT assay. The amount of NO 
release was assessed by an indirect method of using Griess reagent. Our results 
demonstrated that incubation of GH3/B6 cells with 1mg/ml PA for 4 hours increased 
the amount of NO release up to 40% more than control otherwise none of MCP 
concentrations affect the secretion of NO. In addition, MTT assay determined 
significant proliferation inhibition rate for the cells with 2.5, 5 mg/ml of PA and 3, 5 
mg/ml of MCP after 24 and 48 hours incubation. So these results suggest that PA may 
inhibit cell proliferation via induction of NO release in GH3/B6 cells but MCP shows 
its inhibitory effect on cell proliferation by another pathway.  

Key words: Pectic Acid, Modified Citrus Pectin, Nitric Oxide, GH3/B6 cell line 
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