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 پژوهشي

  هاي  ثير ژل رويال بر ميزان سيتو توكسيتي سلولأت
 هاي  يه سلولتك هسته اي خون محيطي عل

   K562اريترولوسمي رده
  

       1يني احسان حسديس
       2رژينوروز دل 

 3 افضل آهنگرانديناه 
  

  چكيده
ها و     در سلول  ي مختلف يستي ز يها  تي فعال ي دارا شود، ي كارگر ترشح م   ي كه توسط زنبورها   اليژل رو  : و هدف  سابقه

هـا بـا      سـلول  ني ـ ا يياروي و رو  يطي خون مح  يا  تك هسته  يها ر سلول  ب الي ژل رو  ري مطالعه تأث  نيدر ا . باشد ي بدن م  يها  بافت
  . قرار گرفته استي مورد بررسK562 يسلول سرطان

 الي ـ متفـاوت از ژل رو يهـا  غلظـت   بـا يانـسان ) سـلول PBMC 106  ( سـلول ،ي مطالعـه تجرب ـ نيدر ا :ها مواد و روش
)mg/ml 25  ،mg/ml 10  ،mg/ml 5 (    سـاعت كـشت داده شـد       72زمـان      مـدت  يندارد بـرا   استا طيبه طور جداگانه و درشرا  .

 ي سرطانيها  سلولهي، علPBMC يها  سلولكشي  سلولزاني بر مالي ژل روريثأت) يتومتريفلوسا (Anexin PIسپس در تست
K562  ني اخـتلاف ب ـ يابي ـ به منظـور ارز زي نانسي واريزي از آزمون آنالشي آزمانيدر ا.  و سنجش قرار گرفتيابي مورد ارز 
  .ها استفاده شد گروه

 و PBMC يهـا   ژل، با سـلول ني از اي مشخصيها  رقتيو مجاورساز) يتومتريفلوسا( Anexin PIدر تست  :ها يافته
 نسبت به گروه    ،ي سرطان يها  سلول يكش  آپوپتوز و سلول   زاني م شي ما شاهد افزا   ي سرطان يها ها با سلول    سلول ني ا ييارويرو

  .ميكنترل بود
 رو بـه  الي ـ كه بـا ژل رو PBMC يها  مواجه شده با سلولي سرطانيها  آپوپتوز سلول  زاني م شي افزا با توجه به   :استنتاج

تـر   شي ب ي و نابود  ي سرطان يها  سلول هي بر عل  يمني ا ستمي س تيتواند در تقو   ي م الي گرفت كه ژل رو    جهيتوان نت  ياند م  رو شده 
  .ثر واقع شودؤها م آن

  

  يطي خون محيا  تك هستهيها سلول ،K562 ال،يژل رو: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
 Chronic Myeloid Leukemia  مزمنيديلوئي ميلوسم

(CML) خـون   يهـا   سـرطان  نيتـر   از شـناخته شـده     يكي 
 وجـود    چنـد تـوان بـه      يادي ـ بن يهـا  باشد كه در سلول    يم

ه ـ نمون كـي وانـه عن ـب K562ي  ـ سلول رده. )2 ،1(دـآي يـم
 مـزمن مطـرح   ي  دي ـلوئي م ي جهت مطالعـه لوسـم     يسرطان
  .)3(باشد مي
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 پژوهشي

تنظـيم شـده مـرگ سـلولي      ينـد رآف ، يـك 1آپوپتوز
  شـده كـه    هـاي ناخواسـته    باشد كه باعث حذف سلول      مي

ــيب  ــدون ايجادآس ــسم در ب ــلولي    ارگاني ــد س ــاي چن ه
  سبب كنترل رشد و ثابت نگاه داشتن شـرايط         وگردد   مي

 ،2هـاي بيولوژيـك     روش .)4(شـود   محيط داخل بـدن مـي     
 ايمني درماني  استفاده از    .)5(دنباش تهاجمي و موثر مي   غير

هاي مورد مطالعه و مـوثر        در درمان سرطان يكي از روش     
 كز بر روي تقويترشود كه در اين روش تم محسوب مي

ايمنـي موجـب    سيـستم  تقويـت  .باشـد  مـي  ايمنـي  سيستم
هاي سرطاني   كاهش رشد و جلوگيري از گسترش سلول      

يكـي از مـوادي اسـت     ل رويـال ميان ژ در اين .گردد مي
ايمنـي   سيـستم  تقويـت  توانـد در  كه به نظر مي رسـد مـي  

 توسـط  2005اي كه دز سـال      طي مطالعه . )6-7(موثر باشد 
Bincoletto دهنده تـاثير    و همكاران صورت گرفت نشان

 ژل رويال بر تعديل سيستم ايمني بدن و پاسخ ضد توموري          
 ساركوما همـراه بـا    اين ژل در بيماري بدخيم ازجمله فيبرو        

هـاي   ژل رويال حاوي ويتـامين    . )8(باشد رژيم درماني مي  
ــروه ــوفلاوين   B گ ــامين، ريب ــد تي ــول در آب مانن ،  محل

ــسين ــين، پيرودوكــ ــوتين3نياســ ــيدفوليك4، بيــ ، 5، اســ
 )9(چنـين داراي   هـم . باشـد   و مواد معدني مـي     6اينوزيتول

، تركيبـات فـسفردار،     7اسيد آمينه ضروري، قند، اسـترول     
 وديگر تركيبـات مـورد نيـاز بـراي سـلامتي            8دكوليناسي
ديگر تركيبات موثر ژل رويال كـه در         از   .)10 -11(باشد مي

ايمني و تعديل سيـستم ايمنـي مطـرح          بحث تقويت سيستم  
ــام  مــي ــه ن ــستنوئيك 10 باشــد تركيبــي ب  هيدروكــسي دي
رفـرانس   .)7(باشد كه در اين ژل وجـود دارد         مي )6(اسيد

  .اشدها بايد به ترتيب ب
در اين مطالعه با توجـه بـه اثـرات ضـد تومـوري در               

 كـشي   ميزان سـلول   ايمني ژل رويال،   سيستم راستاي تعديل 
 رويـارويي   اي خون محيطـي نرمـال       هاي تك هسته   سلول

مورد  K562هاي سرطاني    شده با ژل رويال بر عليه سلول      
  .بررسي قرار گرفته است

                                                 
1. Apoptosis  5. Folic acid 
2. Biologic  6. Inositol 
3. Niacin  7. Estrol 
4. Biotin  8. Colin acid 

  ها  روشمواد و
 و  1391كـه در سـال      ده  اين مطالعه از نوع تجربي بو     

ــلول،    ــشت سـ ــتاندارد كـ ــرايط اسـ ــشكده در شـ در دانـ
بــراي . صــورت گرفــت دامپزشــكي دانــشگاه اروميــه   

، ابتـدا   اي خـون محيطـي      هاي تك هسته   جداسازي سلول 
رقيق شـده را  RPMI-1640 خون هپارينه با محيط كشت 

به آرامي بر روي فايكول كه حجم آن برابر خـون رقيـق             
 بـه مـدت     g800 با سـرعت     سپس ده كر نشده است اضافه  

 كه در   PBMC هاي  سلول. انجام شد وژ  ي دقيقه سانتريف  15
ــه آرامــي    ــايكول و خــون رقيــق شــده را ب حــد فاصــل ف

را بـا پيپـت   بـه دسـت آمـده    PBMC آوري كرده و  جمع
شـو   و پاستور استريل برداشته شده و بعد از سه بار شـست          

 .شـد هـا اسـتفاده    براي انجام آزمـايش ، RPMI 1640در 
اي خـون محيطـي بـه         هاي تك هسته    تعداد و ميزان سلول   

9دست آمده با استفاده از رنگ تري پان بلو
5 (TB)   تعيـين

از بانــك ســلولي K562 رده ســلولي  ســپس ؛)9(گرديــد
در In Vitro  و در شــرايط،تهيــه انــستيتو پاســتور ايــران

در دمـاي    درصد   FBS 10 و   RPMI1640محيط كشت   
  .كشت داده شد درصد CO2 5 و گراد   درجه سانتي37

ژل رويال از زنبورداران آذربايجان غربي شهرسـتان        
اروميه به صورت تازه خريداري، و در شرايط اسـتاندارد          
نگهداري شد؛ سپس براي انجام آزمايش مـورد اسـتفاده          

براي تهيه غلظت هاي متفاوت، ژل رويال را  .قرار گرفت
كـرده و بعـد از   رقيـق   mg/ml 20  به نسبت 11PBS بافربا

قـسمت مـومي شـكل آن را         ،g10000 وژ بـا دور   فيسانتري
 ميكـرون اسـتريل     2/0جدا كرده و با فيلتـر سـر سـرنگي           

 به وسيله محلول    هاي مورد نياز از آن      سپس رقت . گرديد
، mg/ml25(  تهيــه و بــه ميــزان مــورد نيــاز    PBS بــافر

mg/ml10،  mg/ml5(   ــايش در ــر آزم جهــت انجــام ه
  .)12(نگهداري شددرجه  0-20ريل در هاي است لوله

       رشـد  طي در شـرا   PBMCs از   106ها به تعداد      سلول

                                                 
9. Trypan blue 
10. Fetal Bovine Serum 
11. Phosphate-Boffered Saline 
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 خانـه در  24 كـشت  يها تي و به طور جداگانه در پل  نهيبه
ــ ــاوRPMI 1640 كــشت طيمح  FBS درصــد 15 ي ح

عنـوان شـاهد در نظـر         گـروه بـه    كي ـ. كشت داده شـدند   
 در مجـاورت    PBMCs ي سـلول  يها گرفته شدند و گروه   

، mg/ml5  ،mg/ml10 (الي ـ مختلف از ژل رو    يها تغلظ
mg/ml25 (    سـپس  . دي ـ سـاعت انكوبـه گرد     72به مـدت

 5 به مدت    ال،ي مواجه شده با ژل رو     PBMCs يسلول ها 
 سـلول بـه     104 و به تعداد     K562 يساعت با سلول سرطان   

 يبــينــسبت تقر(طــور هــم زمــان كــشت داده شــدند     
1:100K562 : PBMC.(=   ا جـدا   سـلول ر ونيسوسپانـس

    بـا سـرعت    وژيفيتر سـان  لهي و بـه وس ـ    PBSكرده و با بـافر      
650 g × وشـو صـورت گرفـت     شـست قـه ي دق5به مدت .

 تـر يل يل ـي م 1 شست و شـو داده شـده در          يها سپس سلول 
ــافر حــل گردنگينــديبا ــ ب ــري لكــروي م100.دي  از آن را ت

 بــه محلــول اضــافه Anexin PI تــريلكروي م8برداشــته و 
 خانـه قـرار     كي در تار  قهي دق 15دت  ها به م   سلول. ديگرد

ــد ــر،  . داده ش ــه آخ ــريلكروي م400در مرحل ــول ت  از محل
 يتومتري بـافر بـه آن اضـافه و بـا دسـتگاه فلوسـا              نگيباند

 يهـا   و تعـداد سـلول     ي مرگ سلول  زانيم. ديسنجش گرد 
 و DACO USA يتومتريســالم، توســط دســتگاه فلوســا

 ني ـر اد . قـرار گرفـت  ي مورد بررسFlow Max افزار نرم
هــا، از   گــروهني اخــتلاف بــيابيــ بــه منظــور ارزشيآزمــا

  . استفاده شدانسي واريزيآزمون آنال
  

  يافته ها
 k562 يها  آپوپتوز و نكروز سلول    زانيدر سنجش م  

 كـه   يط ـي خون مح  يا  تك هسته  يها مواجه شده با سلول   
 انكوبه شـده بودنـد،      الي مختلف ژل رو   يها قبلا با غلظت  

 در اليــشان داد كــه ژل رو بــه دســت آمــده نـ ـ  جينتــا
 زاني ـ م شي، سبب افـزا   mg/ml10 و   mg/ml5 يها غلظت

 يهــا  بــا ســلولجــه در مواي ســرطانيهــا آپوپتــوز ســلول
PBMC مـا شـاهد     نيچن ـ هم). 1شماره   نمودار(شوند   ي م 

ــزا ــ مشياف شــامل نكــروز و (ي  قــدرت ســلول كــش زاني
ــا اPBMC يهــا ســلول) آپوپتــوز ــ مواجــه شــده ب  ژل ني

  كه با غلظـت    PBMC يها سلول). 2دارشمارهنمو( ميا بوده
mg/ml 25انـد اثـرات سـلول      مواجـه شـده  الي ـ از ژل رو

 يهـا   سلول هيها بر عل    غلظت گري نسبت به د   يتر شي ب يكش
 )1تصوير شماره   ( طور كه   همان . از خود نشان داد    يسرطان

 در PBMCهـــاي ســـرطاني و  نـــشان داده شـــده ســـلول
 در دو منطقــه جداســازي توســط دســتگاه فلوســيتومتري 

گيت شده جداگانه از هم تفكيك شـدند كـه بـر اسـاس              
ها در دو منطقه گيت شده متفاوت ما بـه           قرارگيري سلول 

 مواجــه شــده بــا PBMCهــاي  تــوانيم ســلول راحتــي مــي
تـصوير  (از همديگر تفكيك كنـيم     هاي سرطاني را   سلول

كـه  )3 شـماره    تـصوير (در نمونه شاهد مثبت نيـز       ). 2شماره  
اي صورت نگرفته ما شاهد زنده بودن بيش         مواجهگونه   هيچ

شـامل  :Q1باشـيم، كـه    هاي سـرطاني مـي     درصد سلول 99از  
هاي  سلول :Q3آپوپتوز ثانويه، :Q2 هاي آپوپتوز اوليه، سلول

  .باشد هاي نكروز شده مي شامل سلول: Q4زنده و 
  

  
 K562 يهـا    آپوپتـوز سـلول    زاني ـبـر م   الياثر ژل رو   :1 شماره   نمودار
   . Anexin PI  در سنجش با تستPBMCه شده با مواج

 بـه گـروه    نـسبت >05/0p در سـطح  دار ينشان دهنده اختلاف معن * 
  باشد يشاهد م

  

  
 هي ـ بـر عل   PBMCي سلول كـش   زانيبر م  الياثر ژل رو   :2 شماره   نمودار
  .Anexin PI  در سنجش با تستK562 يها سلول

 نـسبت بـه گـروه    >05/0p در سـطح  دار ينشان دهنده اختلاف معن * 
  باشد يشاهد م
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 پژوهشي

  
  

  

  
  

ــصوير  ــ از محــل قرارگيينمــا :1شــماره ت  PBMC ي ســلول هــايري
) نمودار پاييني  (K562ي   سلول ها  يريو محل قرارگ  ) نمودار بالايي (

  يتومتريدر سنجش فلوسا
  

  
  

ان  سرط ي سلول ها  يتومتري از نمودار فلوسا   ينمونه ا  :2تصوير شماره   
K562ي كه به طور هم زمان با سلول ها PBMCمواجه شده است   

  

  
  

  
  

 نـشده   مـار ي ت K562 ينمونه شاهد آپوپتوز سلول هـا      :3تصوير شماره   
  Anexin PI( شده با يزيرنگ آم( زنده يهمراه با درصد سلول ها

  

  بحث
 ي، حفاظت )13(يدانياكس ي خواص آنت  ي دارا اليژل رو 

 ي ضد تومـور يها تيفعالو ) DNA (11 يها بي آسهيعل
 در مطالعـات گذشـته نـشان داده         نيهم چن ـ . )14(باشد يم

ــه ژل رو   ــت ك ــده اس ــش ــ از طرالي ــزاقي ــداد  شي اف تع
 .)15(شــود ي مــيمنــي استميــ ستيــهــا ســبب تقو تيلوكوســ

 وانــــاتي حي و مطالعــــه رويشگاهيــــمطالعــــات آزما
 و ضــد ي نــشان از اثــرات ضــد تومــورزيــ نيشگاهيــآزما
  .)17(دارد ماده ني ايالتهاب

 ي نقـش مهم ـ يط ـي خون محيا   تك هسته  يها  سلول
 و تومورها به همـراه دارد كـه         گانهي عوامل ب  هيدر دفاع عل  

 تي ـ حـائز اهم اري بـس يمن ـي استمي ـ ستي ـتوانـد در تقو    يم
ــتقو. باشــد ــ ستي ــي استمي  موجــب كــاهش رشــد و  يمن
. )7(گـردد  ي م ـ ي سـرطان  يها  از گسترش سلول   يريجلوگ
ــدر ا ــلولنيـ ــه سـ ــه،ي مواجـ ــدم تحريـــك علـــت  بـ  عـ

 در مواجــه تكــراري بــا ســلول    T و B يهــا تيلنفوســ
 مـا تنهـا    ايجـاد نـشده و  T و Bاي  سرطاني، سلول خـاطره   

هاي كـشنده طبيعـي       كه سلول  NK يها  سلول ريثأشاهد ت 
 20 كه تا NK يها سلول. )18(باشيم ايمني ذاتي هستند مي

ــد  ــلولدرص ــا از س ــكيه ــسته  ت ــامل  يا ه ــون را ش  خ
 كـرده و بــا  يي را شناسـا ي سـرطان يهــا شـوند، سـلول   يم ـ

 يهـا  نيتوكاي با ترشح سـا    ايها و     سلول ني ا ميكشتن مستق 
هاي سيستم ايمني    ي، در جهت تحريك ديگر سلول     التهاب

  .)19(دهند ي پاسخ مهاي سرطاني برعليه سلول
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 يها  اثرات غلظت  ي مطالعه كه با هدف بررس     نيدر ا 
 انجــام شــد، PBMC يهــا  بــر ســلولاليــمختلــف ژل رو

 PBMC يهـا   را بـا سـلول     الي ـ مختلف ژل رو   يها غلظت
 يهـا   سـلول  ي سـپس قـدرت سـلول كـش        م؛يمواجه كـرد  

PBMCي شــده را بــر ســلول ســرطانمــاري ت K562 مــورد 
 كـه بـا     د به دست آمده نشان دا     جينتا. ميسنجش قرار داد  

 هي ـهـا بـر عل     سـلول  ني ـ ا ي سـلول كـش    زاني دوز، م  شيافزا
م از آپوپتـوز و نكـروز، نـسبت بـه       اع ـ ي سرطان يها سلول

). 2و 1  شـماره  ينمودارهـا  (ابـد ي ي م شينمونه شاهد افزا  
 تيــ بــر فعالاليــ ژل روري در مــورد تــاثياديــمطالعــات ز

 وجـود   ني ـ انجـام نگرفتـه اسـت، بـا ا         PBMC يهـا  سلول
Erem ــد كــه ژل  2006 و همكــاران در ســال ــشان دادن  ن

ها  تيلنفوس گاما از    نترفروني ترشح ا  شي باعث افزا  اليرو
 يهـا  تي را لنفوس ـ  PBMC يها اكثر سلول . )12(گردد يم

T و NK زي ـ گامـا ن   نترفـرون يدهند كـه مولـد ا      ي م لي تشك 
 ي گامـا از جملـه عـوامل       نترفـون ي ترشـح ا   شيافـزا . هستند

 يمن ـي ا ستمي ـاست كه موجـب بهبـود دهنـده عملكـرد س          
هــا   در برابــر ســرطانNK يهــا  عملكــرد ســلولتيــوتقو
ــ ــود يم ــات ددر مطال. ش ــريع ــط  يگ ــه توس و  Gasic ك

ــال   ــاران در س ــال  Oka و 2007همك ــاران در س  و همك
 در  الي كننده ژل رو   تي صورت گرفت، اثرات تقو    2001

هـا در   تي لنفوس ـتي فعالشي همراه با افزاIn vitro طيشرا
  .)20، 14( قرار گرفتدأيي مورد ت،يمني استميبهبود عملكرد س

 نـشان   گـر يت د  مطالعا ي مطالعه و تاحدود   ني ا جينتا
توانـد   ي م ـ الي با ژل رو   PBMC ماريدهنده آن است كه ت    

 يهـا   سلول هيها بر عل    آن ي سلول كش  زاني م شيسبب افزا 
K562     ،سـلول     شود كه سلول هـدفNK باشـد كـه     ي م ـ

 نقش را   نيتر شي ب ي سرطان يها  سلول يتواند در نابود   يم
 موجــب يمنــي استميــ ستيــوجــا كــه تق از آن.  كنــدفــايا

 ي سرطان يها  از گسترش سلول   يري جلوگ كاهش رشد و  
 مكمل  بي ترك كيتواند به عنوان     ي م اليشود، ژل رو   يم

 جهـت جبـران عـوارض       ني و هـم چن ـ    ،يدر درمان لوسم  
 تي ـ همـراه بـا بحـث تقو       ي درمـان  يمي از ش ـ  ي ناش ـ يجانب
  . بدن مطرح گردديمني استميس

  

  سپاسگزاري
 ارشـد   ي مطالعه حاصل پايان نامه مقطع كارشناس      نيا

ــشگاه ارومدا ــن ــا حما هي ــوده و ب ــ ب ــالتي ــشكده ي م  دان
 از زي ـ نلهي وس ـنيبـد .  انجام شدهي دانشگاه اروم يدامپزشك

 ،ي ابطح ـ ثمي ـ م دي دكتـر س ـ   اني ـ آقا يمساعدت و همكـار   
 و كارشـناس    ياري ـ اصـغر عل   ي آقـا  شگاهيكارشناس آزما 

 و ري هـامون نـورد تقـد     انم سـركار خ ـ   ي شناس يمنيارشد ا 
  .ديآ يتشكر به عمل م
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Abstract 
 

Background and purpose: Royal jelly (RJ) is a substance synthesized by worker bee- is shown 

to have various biological activities on different cells and tissues of the human body. In this study the 

effect of RJ on peripheral blood mononuclear cells cytotoxicity against the K562 Erythroleukemia cell 

line was investigated.   

Material and methods: In this experimental study human PBMCs (106 cells/ml) were 

separately cultured in standard conditions. The cells were then incubated with different concentrations of 

RJ (5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml) for 72 hours. Subsequently, cytotoxic effect of PBMCs pulsed with 

RJ on K562 was evaluated by Anexin PI test (Flow cytometry). 

Results: In the Anexin PI test, apoptotic property and cytotoxic effect of PBMCs pulsed with RJ 

on K562 increased significantly compared to those of the control group. 

Conclusion: PBMCs pulsed with RJ increased survival rate of PBMCs after treatment with RJ. 

This compound could be beneficial in preventing and controlling carcinoma cells. 
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