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نيتريك اكسايد و مهار تكثير سلولي در دودمان سلولي  يرهاسازاثر مواد پكتيني بر القا 
  LNCaPسرطان پروستات انساني 
  لادن دلفي و *فاطمه منصوري، حوري سپهري

  ، گروه علوم جانورييشناس ستيزدانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده تهران، 

  1/8/94: تاريخ پذيرش  28/1/94: تاريخ دريافت

   چكيده

نيتريك . نيز است اثرات ضد سرطاني ، دارايغذايي فوايد دارا بودن ساكاريدي پيچيده است كه علاوه برپليتركيب يك پكتين 
تواند نقش هاي توموري مياست كه در سلول يهاي فيزيولوژيكدر بسياري از فرآيند رسان اميپ فعال مولكوليك ) NO(اكسايد 

بر ميزان ) مركبات افتهيرييتغپكتين ( MCPو ) پكتين سيب( APاثر  در اين مطالعه. پوپتوتيك داشته باشدآپوپتوتيك يا پروآآنتي
 يسلولهابراي اين منظور . استمطالعه شده  )LNCaP(و القاي آپوپتوز در دودمان سلولي سرطان پروستات انساني  NOترشح 

LNCaP  با دوزهاي متفاوتAP  وMCP  آزاد شدن  ميزانو سپس  ساعت تيمار شدند 48و  24، 6 يها زماندرNO  و مهار
، نشان داد كه NOيك دهنده  عنوان به SNPبا  LNCaPهاي در ابتدا تيمار سلول .تكثير سلولي توسط اين مواد بررسي گرديد

NO هاي در سلولLNCaP  دوزهاي مختلف با  يساعت 6 انكوباسيون دهد كهنشان مينتايج  .دارد ها سلولنقش مهاري بر تكثير
AP  وMCP  سنتز و ترشح تغييري درNO افزايش موجب  هساعت 48و  24تيمار  درحاليكه كندو ميزان تكثير سلولي ايجاد نمي
نشان داد كه  ها سلولدر اين  بررسي چرخه سلولي .گردد يمدر مقايسه با گروه كنترل  ها سلولو مهار تكثير  NOترشح  دار يمعن
تواند اين امر مي .ابدي يمافزايش  از چرخه سلولي هستند Sub-G1هايي كه در مرحله ن تعداد سلولافزايش غلظت پكتيبا 

دهد كه مشتقات پكتيني نشان مي NOاين نتايج به همراه افزايش ترشح . ها به سمت آپوپتوز باشدهدايت سلول دهنده نشان
  . گردند LNCaPهاي القا آپوپتوز در سلول سبب NO يرهاسازتوانند از مسير در اين تحقيق مي شده استفاده

 LNCaPهاي پكتين، نيتريك اكسايد، آپوپتوز، سلول :كليديهاي واژه

  hsepehri@khayam.ut.ac.ir :پست الكترونيكي ، 02161112626: ، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
بر فيزيولوژيك ليپوفيل با يك پيام )NO( نتيريك اكسايد

كوتاه است كه بسياري از  عمر مهين و قابليت انتشار بالا
 Vascular( هاي فيزيولوژيك نظير كشيدگي عروقپاسخ

tone( ،تنفس سلولي، مهاجرت، ارتباطات سيناپسي ،
 NO). 19و10،8( كندرگزايي، ايمني و آپوپتوز را تنظيم مي

- از ال) NOS(آنزيمي به نام نيتريك اكسايد سنتاز  لهيوس به
-به نام NOSسه ايزوفرم مختلف از . شودآرژينين سنتز مي

 iNOSو) نوروني( nNOS، )اپيتليومي( eNOSهاي 
 nNOSو  eNOSشده است كه فعاليت  شناخته) القايي(

در  ،وابسته به غلظت كلسيم داخل سلولي است شدت به
شود در مقادير طبيعي كلسيم نيز فعال مي iNOSحاليكه 

نقش تنظيمي در فرآيندهاي سرطانزايي  NO). 26و 5، 3(
در پيشرفت و يا  NOمهمي دارد اما شناسايي نقش دوگانه 

بر وقايع  NOاثر ). 33و11(سركوب سرطان دشوار است 
غلظت، نوع محيط و  ريتأثتحت  شدت به سلول يرسان اميپ

). 9و  3(باشد آن مي يريقرارگدر معرض  زمان مدت
ضد آپوپتوزي بوده و رشد  NOر پايين يدامقكلي  طور به
در  NOد، درمقابل مقادير بالاي نبخشومور را ترويج ميت
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). 8و9(كنند طولاني مدت از رشد تومور جلوگيري مي
 نيتروزيلاسيون Sطي واكنشي به نام  NO عمدتاً

)Nitrosylation( يا نيتراسيون )nitration(  با سيستئين گروه
. كندهاي پايدار ميو توليد نيتروزوتيول شده بيتركتيول 
داشتن سيستئين با اين  واسطه بهها ري از پروتئينبسيا

بسياري از اثرات خود را از  NO. واكنش قابل تنظيم هستند
يك پليمر طبيعي  پكتين). 10( كنداين طريق ايجاد مي

ديواره سلولي در اغلب گياهان است كه  دهنده ليتشك
. شده استگالاكتورونيك اسيد تشكيل  ازآن % 70حدود 
قوام دهنده  عنوان بهوسيعي در صنعت غذايي  طور بهپكتين 

). 27و  22، 20(گيرد قرار مي استفاده مورد كننده تيتثبو 
منابع اصلي استخراج پكتين پوست مركبات، تفاله سيب و 

اگرچه پكتين توسط مسير فوقاني ). 2(باشد مي چغندرقند
بر سلامت  زيادي شود اما فوايددستگاه گوارش هضم نمي

پكتين داراي اثرات كاهنده كلسترول ). 18(د انسان دار
هاي قلبي، است و نقش مهمي در پيشگيري از بيماري

نيز در  يتوجه قابلشواهد . و ديابت دارد فشارخون
خصوص نقش پكتين در جلوگيري از سرطان و متاستاز 

توانند با گالكتين ها ميپكتين). 28 و 7، 4(وجود دارد 
)Galectin()سطح ) ونده به كربوهيدراتپروتئين متصل ش

سلول - هاي سرطاني باند شده و در چسبندگي سلولسلول
. متاستاز اختلال ايجاد كنند جهيدرنتماتريكس و -و سلول
شود بلكه آپوپتوز را نيز باعث مهار متاستاز مي تنها نهپكتين 

يكي از ). 27و  19،20(كند هاي سرطاني القا ميدر سلول
هاي مت دارويي مهار مسيرهاي عمده مقاومكانيزم

لذا . شودها ميآپوپتوتيك است كه موجب پيشرفت تومور
هاي رايج براي سرطان القاي هدف بسياري از درمان

سرطان پروستات يكي از ). 9و11(ها است نآپوپتوز در آ
 متأسفانههاي شناخته شده است كه ترين سرطانرايج
هدف از اين ). 6(هاي محدودي براي آن وجود دارد درمان

هاي پژوهش بررسي اثرات تركيبات پكتيني بر رشد سلول
و توليد نيتريك اكسايد  LNCaPسرطان پروستات انساني 

  . باشدهاي مذكور مياين مواد در سلول ريتأثتحت 

  مواد و روشها
دودمان سلولي سرطان پروستات انساني : كشت سلول

LNCaP از بانك سلولي ايران ،)NCBI (در  تهيه شد و
سرم جنين % 10حاوي  RPMI-1640 (Gibco-USA)محيط 
دماي (در شرايط بهينه ) FBS( (Gibco-USA)گاو 

كشت داده %) CO2 5و % 95درجه سانتيگراد، رطوبت 37
و  نيليس يپن IU/ml 100جلوگيري از آلودگي  منظور به. شد

µg/ml 100 استرپتومايسين (Gibco-USA)  به محيط كشت
از  Econugenic-USA ،APاز  MCPوك است. اضافه گرديد

Sigma-Switzerland  وSNP  ازMerck- Germany  تهيه
  .گرديد

 104با تراكم  LNCaPهاي سلول: مورفولوژي و درصد بقا
- سلول. تايي كشت داده شد 96سلول در هر چاهك پليت 

هاي ساعت با تعويض محيط در غلظت 24ها پس از 
mg/ml 5  از  5/0، 1، 5/1، 3وMCP  وAP و نيز غلظت-

 48و  24، 6به مدت  SNPاز  1/0، 5/0، 1و mM 10هاي 
ها با ميكروسكوپ مورفولوژي سلول. تيمار شدند
و درصد بقا با استفاده از  (CETI- Belgium)  فازمعكوس

  . قرارگرفت يموردبررس nm 570 موج طولدر  MTTروش 

بررسي اثر مشتقات  منظور به: سنجش نيتريك اكسايد
بر ترشح نيتريك اكسايد از روش  SNPيني و پكت
 )Griess(بر پايه واكنش گريس  NOسنجش  ميرمستقيغ

- تايي با غلظت 24سلول در پليت  105تعداد . استفاده شد

 48و  24، 6به مدت  SNP و AP ،MCPهاي مختلف 
از محيط رويي هر چاهك  µl 50پس از تيمار . تيمار شد

سولفانيل آميد  µl 50قيقه با د 10زماني  بافاصلهبه ترتيب و 
 موج طولشيك و جذب در  NED (Merck- Germany)و 

nm 490 با دستگاه پليت ريدر (Bio Tek- UK)  خوانده
  . شد

هاي ها پس از كشت و تيمار با غلظتسلول: چرخه سلول
و % 70، به مدت يك ساعت در اتانول APو  MCPمختلف 
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 PIس رنگ سپ. درجه سانتيگراد فيكس شدند 4دماي 
اضافه گرديد و چرخه سلول با استفاده از دستگاه 

 Flowjo افزار نرمو   (Beckman- Germany)فلوسايتومتري
  . بررسي شد

DNA laddering :هاي مختلف ها با غلظتسلولMCP  و
AP  تيمار شدند و سپسDNA  با استفاده از كيت
 Cinna) ايران - سيناژناز شركت  شده يداريخر

pureDNA) در نهايت . ستخراج گرديداDNA بدست آمده 
عكسبرداري از ژل با . شد الكتروفورزبر روي ژل آگارز 

  . شدانجام  (uvi doc- UK)دستگاه ژل داك 

و  SPSS version 16 افزار نرمبا استفاده  :آناليز آماري
 شده انجام دوطرفهو  طرفه كي ANOVAتست پارامتريك 

محاسبه و نتايج  دار يعنماختلاف  عنوان به P>0,05  .است
  . است شده دادهنشان ) n= 3(ميانگين  ± SEM صورت به

  نتايج
- اپيهاي ، سلولLNCaPهاي سلول: مورفولوژي سلولها

كشيده و  نرمال صورت بهباشند كه تليالي چسبنده مي
ها هاي در حال تقسيم نيز بين آنهستند و سلول دار هيزاو

 ). 1شكل(شود ديده مي

  
علامت پيكان يك سلول در حال . ها كشيده و به كف چسبيده هستنددر حالت طبيعي بدون تيمار، سلول LNCaPهاي سلول مورفولوژي -1شكل

 . (25X)دهدتقسيم را نشان مي

 

هاي پايين مواد پكتيني ساعت با غلظت 24سلولها پس از 
 24تغيير محسوسي را متحمل نشدند در حاليكه تيمار 

مواد پكتيني سبب ايجاد  mg/ml5 ساعت با غلظت 
شامل گرانوله شدن سلول و كاهش  يا مشاهده قابلتغييرات 

و ) cو2bشكل( طبيعي گرديد حالت باحجم در مقايسه 
  ).cو  b 3شكل(

يك  MTT: بر درصد بقا SNPاثر مشتقات پكتيني و 
هاي زنده تواند وارد سلولاست كه مي زردرنگسوبستراي 

ميتوكندري فعال در سلول به  شود و در صورت وجود
هاي آبي به نام فورمازان درون سلول ظاهر شكل كريستال

و جذب  شده حل) DMSO(ها در حلالاين كريستال. شود
اي مستقيم بين ميزان جذب رابطه. است يريگ اندازه قابلآن 

 MTTنتايج تست . هاي زنده وجود داردو تعداد سلول
با مواد  LNCaPهاي ساعت سلول 6نشان داد كه تيمار 

بر كاهش درصد بقاي اين  يدار يمعناثر  SNPپكتيني و نيز 
 در حاليكه انكوباسيون. ها نسبت به گروه كنترل نداردسلول

با  SNPها با مواد پكتيني و نيز ساعت اين سلول 48و  24
ها نسبت به بقاي سلول دار يمعنافزايش دوز موجب كاهش 

لازم به ذكر است ). 6و  5، 4 شكلهاي(شود گروه كنترل مي
بين  يدار يمعناختلاف  دوطرفه Anovaبا استفاده از تست 

  .  مشاهده نگرديد 48و  24ساعت 
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اثر سبب  دوز بي)  b (AP )mg/ml1 (c(MCP )mg/ml1گروه كنترل ) a: اثر پكتين تيمار شده با دوز بي LNCaPهاي مورفولوژي سلول -2شكل 

 . (25X)شودها نسبت به گروه كنترل نميولوژي سلولتغيير محسوسي در مورف

  
است  شده داده نشانهمانطور كه در تصوير  b (AP c (MCPكنترل ) mg/ml 5 : (a( مؤثرهاي تيمار شده با دوز مقايسه مورفولوژي سلول -3شكل
ها گرانوله شدن سلول MCPدر تيمار با . دهندز دست ميشوند و حالت طبيعي خود را اهاي بالاي مواد پكتيني چروكيده ميها تحت اثر غلظتسلول

 .(25X)است  تيرؤ قابلنيز 

  
 NO ازآنجاكه: سنجش نيتريك اكسايد با واكنش گريس

هاي خود يعني به متابوليت سرعت بهيك گاز ناپايدار است 
در اين روش نيتريت . شودنيتريت و نيترات تجزيه مي

ه و يك نمك ناپايدار آميد واكنش دادنخست با سولفانيل
سپس اين واسطه با محلول . دهدديازونيوم راتشكيل مي

دهد و تركيبات پايدار آزو را واكنش مي NEDدوم واكنش 
سنجش  منظور بهشدت رنگ صورتي حاصل . كندتوليد مي

 .ي استريگ اندازه قابلمقدار نيتريت با دستگاه پليت ريدر 
ن ترشح نيتريك رابطه مستقيمي بين مقدار جذب و ميزا

مقدار ترشح نيتريك اكسايد از طريق . اكسايد وجود دارد
  . شودفرمول زير محاسبه مي
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 شده ارائهمقادير . MTTبا استفاده از تست  48و 24در زمان  SNPهاي مختلف پس از تيمار با غلظت LNCaPهاي درصد بقاي سلول -4شكل
 1/0، 5/0و  mg/ml 1هاي ساعت با غلظت 24شود تيمار همانطور كه مشاهده مي .) = * P>0,05و =3n. (باشدمي S.E.M  meanمعادل

   .باشدساعت نيز به همان شكل مي 48نتايج در تيمار . شودها نسبت به گروه كنترل ميبقاي سلول دار يمعنموجب كاهش 
 

    
 شده ارائهمقادير . MTTبا استفاده از تست  48و 24در زمان  MCPي مختلف هاپس از تيمار با غلظت LNCaPهاي درصد بقاي سلول -5شكل
ها نسبت بقاي سلول دار يمعنموجب كاهش  mg/ml5ساعت فقط در غلظت  24تيمار ). =* P>0,05و =3n. (باشدمي S.E.M  meanمعادل

 .گرددمي mg/ml 5 ،3 ،5/1ها در سه غلظت بقاي سلول ردا يمعنساعت موجب كاهش  48شود در حاليكه تيمار به گروه كنترل مي

 

SNP  يك دهندهNO  عنوان بهاست و در اين پژوهش 
هدف از استفاده از . قرارگرفت مورداستفادهكنترل مثبت 

حصول اطمينان از مهار تكثير ) SNP(يك كنترل مثبت 

تيمار . باشدمي آزادشده NO لهيوس به LNCaPهاي سلول
موجب  5/0و  mM 1هاي در غلظت SNPساعت با  24

  .نسبت به گروه كنترل گرديد NOترشح  دار يمعنافزايش 
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 شده ارائهمقادير . MTTبا استفاده از تست  48و 24در زمان  APهاي مختلف پس از تيمار با غلظت LNCaPهاي درصد بقاي سلول -6شكل
اسيدپكتيك موجب  mg/ml 5 ،3 ،5/1هاي ها در غلظتساعت سلول 48و  24تيمار ). = * P>0,05و =3n. (باشدمي S.E.M  meanمعادل

  .گرددها نسبت به گروه كنترل ميبقاي سلول دار يمعنكاهش 
 SNPها با ساعت سلول 48است كه تيمار اين در حالي

 ساعت نشان نداد 24نسبت به تيمار  يدار يمعنافزايش 
و  APبا  LNCaPهاي ساعت سلول 24تيمار ). 7شكل(

MCP هاي در غلظتmg/ml 5  موجب  1، 5/1، 3و

نسبت به گروه كنترل در اين  NOترشح  دار يمعنافزايش 
لازم به ذكر است كه تيمار . )9 و 8 هايشكل(ها شد سلول

AP  وMCP  در  يدار يمعنساعت افزايش  48در تيمار
 . ايجاد نكردند 24نسبت به ساعت  NOترشح 

  
باعث افزايش  mM 1 ،5/0هايغلظت. ساعت 24پس از  LNCaPهاي بر ترشح نيتريك اكسايد در سلول SNPي متفاوت ها غلظت ثرا-7شكل
. باشند يم mean±S.E.Mمعادل  شده ارائهمقادير . شوندهاي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل ميترشح نيتريك اكسايد در سلول دار يمعن

)0,001<P *** =،0,01<P ** =،0,05<P * =3و n=(  
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 1، 5/1، 3و  mg/ml 5هاي غلظت .ساعت 24پس از  LNCaPهاي بر ترشح نيتريك اكسايد در سلول APهاي متفاوت اثر غلظت -8شكل

 mean±S.E.Mمعادل  شده ارائهمقادير . شوندهاي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل ميترشح نيتريك اكسايد در سلول دار يمعنباعث افزايش 
  )=n 3و= * P *** =،0,01<P ** =،0,05<P>0,001( باشند يم

باعث افزايش  3وmg/ml 5 هايغلظت. ساعت 24پس از  LNCaPهاي بر ترشح نيتريك اكسايد در سلول MCPهاي متفاوت اثر غلظت -9نمودار 
. باشند مي mean±S.E.Mشده معادل  دير ارائهمقا. شوندهاي تحت تيمار نسبت به گروه كنترل ميدار ترشح نيتريك اكسايد در سلول معني

)0,001<P *** =،0,01<P ** =،0,05<P * =3و n=(  
 DNAدر مراحل پاياني آبشار آپوپتوتيك، : چرخه سلولي

كروموزومي توسط آنزيم اندونوكلئاز به قطعات 
شمار زيادي از  جهيدرنت. گرددنوكلئوزومي تجزيه مي

است در  bp 180ود ها در حدكه اندازه آن DNAقطعات 
ها با اتانول اگر اين سلول. شوندداخل سلول انباشته مي

با وزن  DNAهيدراته شوند قطعات  مجدداًفيكس و 
 جهيدرنت. كنندتر از ديواره سلول نشت ميمولكولي پايين

 DNAهاي آپوپتوزي از محتواي سلول DNAمحتواي 
-Subها با پيك هاي طبيعي كمتر بوده و اين سلولسلول

G1  در هيستوگرامDNA لذا ). 25(هستند  مشاهده قابل
ميتواند شاخصي  Sub-G1هاي موجود در فاز تعداد سلول

-ساعت سلول 24تيمار . براي احتمال وقوع آپوپتوز باشد

وابسته به دوز سبب افزايش  صورت به APبا  LNCaPهاي 
در مقايسه با گروه كنترل  Sub-G1تعداد سلولهاي در ناحيه 
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وابسته به دوز  صورت بهنيز  MCPها با تيمار سلول. ديدگر
درصد . گرديدSub-G1 سبب افزايش تعداد سلولها در فاز

 48و  24در تيمار  Sub-G1هاي موجود در فاز سلول
. نشان داده شده است 1در جدول  MCPو  APساعت با 

ها با مواد پكتيني درصد ساعت سلول 48اگرچه تيمار 
افزايد اما اين را مي Sub-G1در فاز هاي موجود سلول

  . باشددار نميمعني 24افزايش در مقايسه با ساعت 

 
 
 
 

  با روش فلوسايتومتري LNCaPهاي بر پيشرفت چرخه سلولي در سلول MCPو  APاثر  -1جدول

   
 
 
  

  
  در حالت كنترل LNCaPهاي هيستوگرام چرخه سلولي براي سلول -10شكل
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 MCP   AP ,پس از تيمار با LNCaPهاي م چرخه سلولي سلولهيستوگرا -11 شكل

هاي كلاسيك آپوپتوز يكي از ويژگي:  DNAنردبان 
 bp 200 -180ژنومي به قطعات كوچكتر  DNAشكستن 

يك روش كيفي براي ارزيابي مرگ  DNAنردبان . است
در اين . باشدسلول با استفاده از شناسايي اين قطعات مي

- پتوتيك يك نردبان مجزا تشكيل ميهاي آپوروش سلول

-هاي نكروتيك تشكيل اسمير ميدهند در حاليكه سلول

 DNA). شودنمي قطعه قطعه شأن DNA اصلاًيا (دهند 
يك باند با وزن مولكولي  صورت بههاي سالم نيز سلول

همانطور كه در ). 12(ماند زياد در بالاي ژل باقي مي
از  mg/ml 5 ،3 ،5/1 هايتصوير مشخص است در غلظت

AP  وMCP  ،DNA است در حاليكه  خردشدهDNA 
 قرارگرفتهيك باند در بالاي ژل  صورت بهنمونه كنترل 

  ).12شكل (است 

 بحث

ف لهاي مختمبا توجه به روند افزايشي بروز سرطان در اندا
با حداقل عوارض جانبي  مؤثرهاي بدن نياز به درمان
-ه برخي از مولكولدر اين رابط. رسدضروري به نظر مي

هاي زيستي غيرسمي داري خاصيت ضد توموري بوده و 
). 34( هاي شيميايي هستندقادر به كاستن دوز مصرفي دارو

تركيبات ديواره سلولي و احتمالأ  نيتر عمدهيكي از  پكتين
ماكرومولكول طبيعت است كه داراي اثرات  نيتر دهيچيپ

هاي انسان ولسل متأسفانه). 31و1(باشد ضد سرطاني مي
پكتين نيستند لذا استفاده از  كننده هيتجزقادر به توليد آنزيم 

 MCP .)24( ه استاصلاح شده آنها گسترش يافت يها برگه

 تر راحتاست كه در آب  pHمركبات با  افتهيرييتغپكتين 
). 33و  32(و قابليت جذب بالاتري در بدن دارد  شده حل

 MCPكه  اند داده نشان برون تنيو درون تنيمطالعات 
هايي نظير پروستات، كولون، بر ضدسرطان يمؤثر طور به

و همانژيوساركوم ) Multiple Myeloma(سينه، ملانوما، 
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)Hemangiosacrum( كند عمل مي)احتمالاً). 17 MCP 
 3گالكتين ژهيو بهها و اثرات خود را از طريق مهار گالكتين

)Gal3 (كندايجاد مي. 

  
تيمار شده با  LNCaPهاياز سلول شده ستخراجا DNA -12شكل 
هاي وجود اسمير در تمامي غلظت. MCPو  APهاي مختلف غلظت

AP  وMCP  گرديدها بالاتر مشاهده در غلظت خصوص بهو.  
Gal3 هاي باند شونده به ترين عضو از خانواده لكتينمتنوع

ها نظير اي از عملكرددر طيف گسترده كهگالاكتوز است 
زايي، پيشرفت تومور و متاستاز رگير سلولي، آپوپتوز، تكث

و همكاران نشان دادند كه  اوكامي ).14و13(دخيل است 
هاي هاي كولون در موشتواند تعداد تومورپكتين سيب مي

آزوكسي متان را كاهش دهد در حاليكه پكتين  ريتأثتحت 
 2010در سال ). 23(دهد مركبات چنين اثري را نشان نمي

را بر ) MAP(سيب  افتهيرييتغو همكاران اثر پكتين لي  نيز
 يموردبررسسه نوع دودمان سلولي سرطان كولون 

اثرات مهاري بر رشد دارد و  MAPو دريافتند كه  قراردادند
، همچنين عملكرد كندها القا ميآپوپتوز را نيز در اين سلول

و  27، 13( باشدمهمي در جلوگيري از متاستاز كبدي مي
سرطان بسيار اتيولوژي و پيشرفت در  NOنقش ). 32

تواند ژنوتوكسيك تحت شرايط ويژه مي NO. پيچيده است
 كننده سركوبمطالعات متعددي بر نقش  حال نيدرعباشد، 

NO اثرات . دارد ديتأكها در فنوتيپ بسياري از سرطان
بر پيشرفت سرطان وابسته به  NOتحريكي و مهاري 

هاي مختلف متاستاز در جنبه NO. تهاي متنوعي اسفاكتور
 ريوم مرگ% 90است اين در حالي است كه  رگذاريتأثنيز 

 ). 8( باشدناشي از سرطان به دليل متاستاز مي

  هدف از اين پژوهش

 بر بقاي سلولهاي NOبررسي نقش مهاري يا تحريكي  - 1

LNCaP   
در سلولهاي  MCP, AP ريتأثتحت  NOتوليد  - 2

LNCaP 

پكتيني در مهار سلولهاي بررسي نقش مشتقات  - 3
LNCaP 

 در اين سلولها NOارتباط احتمالي مهار تكثير و توليد  - 4

 SNPهاي مختلف با غلظت LNCaPهاي تيمار سلول
بقاي  دار يمعنموجب كاهش  NOيك دهنده  عنوان به

- بنابراين مي. گرديد مورداستفادههاي ها در تمام دوزسلول

سرطان پروستات  هايدر سلول NOتوان نتيجه گرفت كه 
ها اثر مهاري سلولنقش پروآپوپتوتيك داشته و بر بقاي 

ها در حضور مواد پكتيني با استفاده درصد بقاي سلول. دارد
و مشاهده شد  قرارگرفت يموردبررسنيز  MTTاز تست 

بقاي  درصد دار يمعنكاهش  هر دو موجب APو  MCP كه
يين اثر با تع. گردندميها نسبت به حالت كنترل سلول

، بار LNCaPهاي مهاري تركيبات پكتيني بر بقاي سلول
با  آزادشده NOسنجش مقدار  منظور بهها ديگر سلول

MCP  وAP ساعت هر  48و  24 اين بار تيمار. تيمار شدند
را موجب  NOتوليد  دار يمعندو تركيب پكتيني افزايش 

-لاثر كاهشي مواد پكتيني بر بقاي سلو دييتأ منظور به. شد
هاي تيمار شده سلول DNA، ميزان تخريب LNCaPهاي 

و نيز تغييرات چرخه  DNA laddering روشبا استفاده از 
 يموردبررسسلولي با استفاده از تكنيك فلوسايتومتري 
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هاي تيمار شده با در تمامي سلول DNAخرد شدن . گرفت
مشاهده گرديد كه اين  APو  MCP موردنظرهاي غلظت

هاي آپوپتوتيك و هم خصه سلولخرد شدن هم مش
نتايج حاصل از بررسي چرخه سلولي نيز . نكروتيك است

وقوع آپوپتوز در  جهيدرنتو  Sub-G1نشان داد كه درصد 
وابسته به دوز  صورت بهتحت تيمار،  LNCaPهاي سلول
وقوع آپوپتوز  ديمؤتواند اين مشاهده مي. است افتهي شيافزا

كلي در اين تحقيق مشاهده  رطو به. ها باشددر اين سلول
اثر كاهشي  LNCaPهاي شد كه مواد پكتيني بر بقاي سلول

داشته و بسيار محتمل است كه اين اثر از طريق القاي 
) PI(با پروپيديوم آيودايد  يزيآم رنگآپوپتوز باشد، چراكه 

با اتيديوم برومايد و  يزيآم رنگو انجام تست نكروز و نيز 
هاي از سطح بسيار پايين سلول آكريدين اورنج، حاكي

- اگرچه گزارش. نكروتيك در تيمار با مواد پكتيني است

 LNCaPهاي در سلول 3هايي مبني بر عدم بيان گالكتين 
كه ساير  اند دادهنشان گزارشات اما  ،)30و29( وجود دارد

 3گالكتين اندازه بهنيز  1گالكتين  ژهيو بهها و انواع گالكتين
و اين گالكتين به ميزان زيادي  اند ليدخ در پيشرفت سرطان

لازم به ذكر است كه . شودبيان مي LNCaPهاي در سلول
به دليل رفتار پيش برنده آپوپتوز يك هدف  1گالكتين 

به نظر ). 21و  16(درماني بالقوه براي درمان سرطان است 
ها از طريق رسد كه مسير اثرات پكتين در اين سلولمي

از طرف ديگر با توجه . باشدمي 3گالكتينمسيري مستقل از 
توان مي MCPو  APدر حضور  NOبه افزايش ترشح 

ها، حداقل در بخشي از طريق احتمال آپوپتوز در اين سلول
كه كنترل مثبت  SNPباشد زيرا در مقايسه با  NOتوليد 

در . توان مشاهده كرداين مطلب را مي دييتأبوده است، 
را با كلسيم مرتبط  NOبتوان اثر توضيح اين موضوع شايد 

هاي رسپتور ،تواند از طريق نيتروزيلاسيونمي NO. دانست
). 15و  10(قرار بدهد  ريتأثرا تحت  NMDAرايانوديني و 

با افزايش كلسيم سيتوزولي، بار كلسيم در ميتوكندري نيز 
 نوبه بهافزايش كلسيم ميتوكندري نيز . افزايش خواهد يافت

هاي فاكتور يآزادسازپذيري غشاي آن و خود موجب نفوذ
 قطعاًاما ). 16(شود آپوپتوتيك و در نهايت آپوپتوز مي

هاي مولكولي آزمايش انتقال پيامهاي رديابي مسير منظور به
  .و بيشتري لازم است تر قيدق
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Effect of Pectin Substances on NO Release and Apoptosis 
Induction in Human Prostate Cancer cells LnCap 

Mansoori F., Sepehri H. and Delphi L. 

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

Abstract 

Pectin is a complex polysaccharide compound with food and anticancer properties. NO 
as a signaling molecule. It plays role in various physiological process. It may have pro 
or anti apoptotic role in cancer cells. In this research the effect of apple pectin (AP) and 
modified citrus pectin (MCP) on NO releasing and apoptosis induction of human 
prostate cancer cell, LnCap, is under investigated. The cells were treated with different 
concentration of AP and MCP for 6, 24 and 48h. The amount of NO and proliferatin 
inhibition were studied. At first SNP treatment indicated that NO has an inhibitory role 
in LnCap cells. The results showed that long term incubation of cells with AP and MCP 
caused significant changes in NO release and proliferation rate. Under this condition 
cell cycle arrested in Sub-G1 phase though apoptosis was occurred. Therefore, AP and 
MCP could induce apoptosis in LnCap cell via NO release. 
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