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      چكيده

 
 هاپروتئين حاوي بعقر زهر. باشدميزنان  بيندر  سرطاناز  يناش وميرمرگ از عوامل عمده يكيسرطان پستان زمينه و هدف: 

از  هدف. باشندمي هانسرطا مختلف انواع عليه مهاري و آپوپتوتيك سيتوتوكسيك، فعاليت داراي كه باشدمي مختلفي هايپپتيد و
  .باشديم T47D يسرطان يرده سلول يلپتوروس بر رو يسكورپيوسزهر عقرب هم يتوتوكسيكاثر سا يمطالعه بررس ينا

وش ربا  و سپسكشت داده شدند  RPMI1640 يطدر مح يهصورت تك لا به T47Dهاي سلول مطالعه اين در :كار روش
. شد تعيين آن  50IC  قرار گرفت و يمورد بررس D47T يسلول رده روي بر عقرب زهر توكسيسيتي يزانم ،MTT يسنجرنگ 
 به عنوان كنترل در نظر گرفته شد. HEK 293 سلولي رده

 يز و غلظت رووابسته به دو يلپتوروس اثر كشندگ يسكورپيوسنشان داد كه زهر عقرب هم MTT assay هايداده :هايافته
  .يدگردمشاهده ن HEK 293كنترل  يرده سلول يبر رو ياثر چنين يكساندر دوز  كهدرحاليدارد.  T47D يرده سلول
ستان پسرطان  يلرده سلو يلپتوروس بر رو يسكورپيوسزهر عقرب هم ياز اثر ضد سرطان يحاك آمدهدستبه يجنتا :گيرينتيجه

  .باشدمي )T47D ي(رده سلول
  

  : گزارش نشده است.تعارض منافع
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Abstract   

 
Background: Breast cancer is one of the most related cancer deaths among 
women. The scorpion venom consists of various peptides and proteins with 
cytotoxic, apoptotic and growth inhibitory effects on various cancers. Studying the 
cytotoxic effect Hemiscorpius lepturus scorpion venom on T47D breast cancer cell 
line was the main aim of this study. 
Methods: The T47D cells were cultured as monolayer in RPMI1640 medium. The 
toxicity of the scorpion venom on T47D cell line was evaluated by MTT assay and 
the IC50 was calculated. The HEK293 cell line was used as control cell line. 
Results: The MTT assay results showed the time and dose-dependent inhibitory 
effect of H. lepturus venom on T47D cell line. However, such effect was not 
observed on HEK293 cell line in identical dose. 
Conclusion: The achieved results indicate the anticancer effect of H. lepturus 
venom on T47D breast cancer cell line. 
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  مقدمه

عوامل مـرگ زنـان از  ترينمهمسرطان پستان يكي از 
. ســرطان پســتان گــرددميســرطان در دنيــا محســوب 

در بـين زنـان ايرانـي  هاسـرطاندرصد از  6/24 مسئول
. تحقيقات نشان داده است كـه ميـانگين سـني باشدمي

 وميـرمرگ بـر عـلاوه. )1( باشدميسال  49زنان مبتلا 
 بسيار جامعه براي نيز بيماري اين اقتصادي بار ،هاانسان
 ميليارد هزار 6 حداقل بيماري اين كهطوريبه است زياد

 .كنـدمي تحميل دولت و ملت به مالي بار سال، در تومان
 ،شـودمي انجـام گونـاگون هـايروش به سرطان درمان
خـوبي  بـه هاسـرطان برخـي بـراي موجـود هـايدرمان

 يابنـدمي بهبـود بيماران از بالايي درصد و بوده پاسخگو
 ماننـدسـرطان  عمـومي هـايدرمان طوركليبـه ولـي

 بين از باعث كهاين بر علاوه پرتودرماني و درمانيشيمي
 هايسـلول ، رويشـوندمي سـرطاني هايسـلول رفـتن
 بيمـار، شـرايط به توجه با ولي گذارندمي اثر نيز طبيعي

 سـرطان درمـان علت اهميت به جانبي عوارض گونهاين
بــا پتانســيل  هــامولكول كشــف .)2( شــودمي پذيرفتــه

دارويي از منابع طبيعي يكي از موارد با اهميـت بشـمار 
در درمان  درپيپي هايشكست. از طرفي به علت رودمي

و  ترمناسـبسرطان تلاش همچنان جهت يافتن داروي 
ــه دارد. ــاراتر ادام ــرب ك  Hemiscorpius lepturus عق

است كه به عنـوان  Hemiscorpiidaeخانواده  به متعلق
(نــام محلــي آن در اســتان خوزســتان)  Gadimعقــرب 
 ترينخطرنـاك. اين عقـرب بـه عنـوان شودميشناخته 

 %67رايـج در ايـران اسـت و مسـئول  هـايعقربگونه 
زهـر  .باشـدميهاي مربوط به عقرب گزيدگي وميرمرگ

 باشـدميمختلفـي  پپتيدهايو  هاپروتئينعقرب حاوي 
ايمونوساپرســيو، سيتوتوكســيك،  كــه داراي فعاليــت

ــواع مختلــف   هاســرطانآپوپتوتيــك و مهــاري عليــه ان
 HTX. پپتيدي به نام همـي توكسـين )4 ،3( باشندمي

كـه توسـط  باشدميپتاسيمي  هايكانال مهاركنندهيك 
دكتر شهباززاده و همكاران از هميسكورپيوس لپتوروس 

پپتيـد  HCa. همي كلسين )5( جداسازي گرديده است
ــاران از  ــهباززاده و همك ــط ش ــه توس ــري اســت ك ديگ
هميسكورپيوس لپتوروس جداسازي گرديـده و بـر روي 

و مطالعــات نشــان  گــذاردميكلســيمي اثــر  هــايكانال
. همي )6( باشدميكه براي موش سيتوتوكسيك  اندداده

كيلودالتوني است كـه بـراي  32نكروليزين نيز پروتئين 
پـروتئين  نيـا .)7( باشدميقرمز هموليتيك  هايگلبول

 نيز توسط بورشاني و شهباززاده جداسازي گرديده است
 هاتوكسيندر مطالعات برخي  هاييپيشرفت. اگرچه )7(

است اما مراكز كمي بـه پـژوهش در ايـن  آمده به وجود
بنابراين اطلاعات كمي در اين زمينـه ؛ اندپرداختهزمينه 

در  .)8( شناسايي كامل اجزاي زهر وجـود دارد منظوربه
اين مطالعه قصد داريم براي اولين بار اثر سيتوتوكسيك 
زهر عقـرب هميسـكورپيوس لپتـوروس را بـر روي رده 

  سلولي سرطان پستان مورد بررسي قرار دهيم.
  

  روش كار
از بانـك  T47D: رده سـلولي T47Dكشت رده سلولي 

و در ســلولي انســتيتو پاســتور ايــران خريــداري گرديــد 
حـاوي  ،)RPMI 1640 )Gibco يسـلولمحـيط كشـت 

ــــــايبيوتيكآنتي ــــــيلينپني ه )/ IU/mL 100( س
، سـرم جنـين )mg/mL()Gibco 100(استرپتومايسين 

 2COو  گرادسانتيدرجه  37درصد، در دماي  10گاوي 
  درصد انكوبه گرديد. 5

ــــهبررســــي توكسيســــيتي:  بررســــي  منظــــور ب
سيتوتوكسيسيتي زهر عقرب هميسكورپيوس لپتـوروس 

 MTT assayبر روي رده سلولي سرطان پستان از روش 
دي متيــل  5و  4و3( MTTمعــرف .  )9( اســتفاده شــد

دي فنيل تترازوليوم برومايد) كـه  5و 2-يل  2-زول يات
زرد رنگ  محلول و(Tetrazolium)  يك نمك تترازوليوم

،توسط ميتوكندري سلول هاي زنده و فعال جذب است 
هاي دهيدروژناز، توليـد بلـور و در اثر فعاليت آنزيمشده 

كنـد بنفش رنگ مـينامحلول و  )Formazan( فورمازان
و ميزان رنگ توليد شـده شده كه در حلال مناسب حل
شـود. بـراي هـر نـوع گيري مـيبا اسپكتروفتومتر اندازه

سلولي بايد بـا رسـم منحنـي اسـتاندارد خطـي، رابطـه 
 بـه دسـترا  متناسبي از تعداد سلول و رنگ توليد شده

ــه  ــايي  96آورد.  در هــر خان ــر حــاوي  100ت ميكروليت
سلول ريخته  شد كه سلول هـا حتمـا بايـد تـه 10000
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 24ه هاي پليت قرار گرفته و به ديواره نچسبد. براي خان
   .انكوبه شد C°37دار در دماي  2COساعت در انكوباتور 

ميكروليتر محيط كشت بـه همـه  100در مرحله بعد 
هاي پليت اضافه شد. از غلظت هاي مختلف زهر چاهك
ميكروگرم  5/1و  3، 25/6، 5/12، 25، 50، 100( عقرب

 كـداماز هـر  در ميلي ليتر) به ترتيب كه از بالا به پايين
تمامي تست ها به  .گرديدبه چاهك هاي جداگانه اضافه 

در بالاي پليـت  Aصورت سه تايي انجام گرفت. چاهك 
را دارد.  )تـريكروليم 100سمت چپ بـالاترين غلظـت (

پليت ها براي  نيهمچن چاهك آخر چاهك كنترل است.
ساعت تقسـيم بنـدي  48ساعت و  24دو زمان متفاوت 

 درجـه 37 شــرايط سـاعت در 24شد. سپس به مدت 
 پــنج غلظــت بــا مرطــوب اتمسفر يك در سانتيگراد

به عنوان  HEK 293 شـد. از سلول انكوبـه CO2 درصـد
در هـر  كنترل سلولهاي طبيعـي اسـتفاده شـد. سـپس

ــك  ــول 20چاه ــرم در  MTT )5 ميكروليترمحل ميليگ
پليت ها در تاريكي و به مـدت  ميلي ليتر) اضافه گرديد.

از چاهك ها حذف  MTT گرديد. سپس ساعت انكوبه 4
 DMSOميكروليتر  100ها گرديد و به هريك از چاهك

جهت جلوگيري از اثر نـور محـيط، پليـت  اضافه گرديد.
بـه  سـپس مربوطه داخل فويل آلومينيومي پيچيده شد.

 570در طــول مــوج  ELISA Readerكمــك دســتگاه 
ت نانومتر) جذب آن قرائ 630نانومتر (طول موج رفرنس 

گرديد. با توجه به اينكه بـراي هـر غلظـت و همچنـين 

براي كنترل، سه بار تست تكـرار شـده بـود لـذا از سـه 
جذب حاصل ميانگين گرفته شد و به كمك فرمول زيـر 
درصد تاثير زهر عقرب روي مرگ سلولي در هر غلظـت 

  تعيين گرديد.
هاي تيمــار شــده/ميزان جــذب ميــزان جــذب ســلول

  = درصد مهار100× هاي تيمار نشدهسلول
هــر چــه دارو ســميت كمتــري داشــته باشــد تعــداد 

بنفش بيشتر بوده و ميـزان  رنگ هاي زنده بيشتر،سلول
جذب نيز بالاتر خواهد بود. در پايـان بـا رسـم منحنـي 

و تعيــين  GraphPad Prism 5اي در نــرم افــزار نقطــه
بهترين خط ممكن و با كمك فرمول خط ميزان غلظتي 

شود يا ها مياز سلول %50كه باعث مرگ از زهر عقرب 
) 50IC- Half maximal inhibitoryبـــه عبـــارتي 
concentration .براي آن دوره زماني محاسبه گرديد (  

  
  هايافته
ساعت نشان داد  48و  24در زمان  MTT assayنتايج 

كــه زهــر عقــرب هميســكورپيوس لپتــوروس داراي اثــر 
. در باشـدمي T47Dتوتوكسيك بر روي رده سـلولي سي

ميكروگرم در ميلي ليتر درصد  50غلظت هاي بالا تر از 
ــد  ــد در ص ــا ص ــندگي تقريب ــدميكش ــر در باش . تغيي

حـاكي از توكسـيك بـودن  T47Dمورفولوژي سلولهاي 
(شـكل  باشـدميزهر عقرب هميسكورپيوس لپتـوروس 

ميكروگرم در ميلي ليتر در  50IC 5/12). مقدار عددي 1

  
سـاعت،  2) پـس از Bساعت تيمار با زهر ، 1پس از  )A .پس از تيمار با زهر عقرب هميسكورپيوس لپتوروس T47Dهايتغييرات مورفولوژي سلول -1شكل 

C با زهر ،  ساعت تيمار 3) پس ازD(  ساعت تيمار با زهر. 4پس از  
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ــان  ــاعت  24زم ــودار س ــيون (نم  50IC 6) و 1انكوباس
ساعت انكوباسيون  48ميكروگرم در ميلي ليتر در زمان 

) محاسبه گرديد. اين درحالي است كه بر روي 2(نمودار 
ــر از در غلظت HEK 293رده ســلولي  ــالا ت  25هــاي ب

ميكروگرم در ميلي ليتر اثر مهاري مشـاهده گرديـد. در 
مهاري و توكسـيك واقع نتايج حاكي از آن است كه اثر 

زهر عقرب هميسكورپيوس لپتوروس بر روي رده سلولي 
سرطان بيشتر از اثر مهاري بر روي رده سلولي طبيعـي 

  .باشدمي
  

  گيريبحث و نتيجه
در طي هـزاران سـال طبيعـت منبعـي از محصـولات 

 كـه دارويي بوده است كه در ميان آنها زهر مار و عقرب،
 از قبيل پپتيد هـا، داراي مولكولهاي بيولوژيكي مختلفي

ـــاپروتئين ـــم و آنزيم ه ـــاي مه ـــا عملكرده ـــايي ب ه
اهميت زيـادي برخوردارنـد و  از فارماكولوژيكي هستند،

مي توانند براي درمان بيماري هاي انساني از قبيل انواع 
. درمان )11 ،10 ،4( رد استفاده قرار گيرندمو هاسرطان

، اشــعه درمــاني و هاي رايج سرطان شـامل جراحــي
سـالم  هايسلولمي باشد كه اغلب موارد  درمانيشيمي
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  باشد.ميكروگرم مي 5/12ساعت بعد از تيمار  24در زمان   T47D .Ic50ساعت بر روي رده سلولي سرطان پستان  24در زمان  MTT assayنتايج  -1نمودار 
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  باشد.ميكروگرم مي 6ساعت بعد از تيمار  48در زمان   T47D .Ic50ساعت بر روي رده سلولي سرطان پستان  48در زمان  MTT assayنتايج  -2نمودار 
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نيـز از بـين ميروند كه اين مي تواند باعث اثرات سـمي 
و عوارض جانبي در بيمار شود. در سال هـاي اخيـر، بـه 

و  هاسـرطانناشــي از  وميـرمرگعلت افـزايش شـيوع 
و راديـوتراپي در فــرم  درمانيشـيمينقص روش هـاي 

هـاي پيشرفته سرطان، نياز به يافتن شيوه هاي جديـد 
 .)13 ،12( بـــراي كنتـــرل ســـرطان احســاس ميشــود

ايجاد تعادل بين اثـرات درمـاني و سـمي يـك تركيـب 
پارامتر مهمي است كه توانايي و كاربرد داروهاي جديـد 

عبـارت ديگـر در طراحـي يـك  بـه را مشخص ميكنـد.
داروي مفيد و كاربردي بايد توجه شود كه ويژگي هـاي 

ال) و دارويـي (فارماكولوژيكـال) بـا سمي (توكسـولوژيك
  يكديگر تداخل نداشته باشند.

يك روش دقيـق و سـريع بـراي  MTTروش سنجش 
بررسي سيتو توكسيته داروهاي ضد سرطان در شـرايط 

ارائه شده است  Mosmann آزمايشگاهي است كه توسط
و مي تواند درصد سلول هاي زنده را در شرايط مختلـف 

همچنين در افراد سرطاني مي  .)15 ،14( تشخيص دهد
تواند پس از شيمي درماني مورد استفاده قرار بگيرد و از 

دي دارنـد تجويز بي مورد داروهايي كه اثرات جانبي زيا
. در مطالعــه حاضــر نيــز از روش )16( جلــوگيري كــرد

MTT  براي نشان دادن اثر سيتوتوكسيسيتي زهر عقرب
ايج مـا نشـان داد كـه زهـر عقـرب استفاده گرديـد. نتـ

هميسكورپيوس لپتوروس داراي اثـر سيتوتوكسـيك بـر 
. زهـر عقـرب باشـدميروي رده سلولي سرطان پسـتان 

هميسكورپيوس لپتـوروس بسـيار قـوي اسـت و شـامل 
. برخـي از باشـدمياجزاي هموتوكسين و سيتوتوكسين 

اثرات توكسيك زهر عقرب هميسكورپيوس لپتوروس در 
 توسط پيپلزاده و همكاران انجام شده اسـت 2006سال 

شان داده شد كـه . در مطالعه پيپلزاده و همكاران ن)17(
ــرات  ــوروس داراي اث ــرب هميســكورپيوس لپت ــر عق زه

. باشــدميهموليتيــك، نفروتوكســيك و هپاتوتوكســيك 
همــي ليپــين مولكــول ديگــري اســت (فســفوليپاز 
هترودايمر) كه از زهر عقرب هميسكورپيوس لپتـوروس 
جداسازي گرديده است. همي ليپين داراي اثر مهاري بر 

و از  باشـدميوتليال انسـان روي رگ زايي سلولهاي انـد
سلولها در طول عروق جلـوگيري  مهاجرت و چسبندگي

مي نمايد. اين در حالي اسـت كـه ايـن مولكـول باعـث 
. هـر )18( شـودميآپوپتوز سلولهاي انـدوتليال انسـان ن

چند كه زهر عقرب هميسكورپيوس لپتوروس نيز ماننـد 

بســياري از داروهــاي ضــد ســرطان بــر روي ســلولهاي 
اما يافتن دوزي كه تنهـا  گذاردميطبيعي انسان هم اثر 

بر روي سلولهاي سرطاني تـاثير گـذار باشـد از اهميـت 
بالايي برخوردار است. در واقع ميتوان بـا بهينـه سـازي 

تمــالي توكسيســيته بــر روي ســلولهاي دوز از اثــرات اح
طبيعي كاست و در عين حـال بـا اختصاصـيت بـالاتري 
باعث مهار و از بين رفتن سلولهاي سـرطاني گرديـد. در 
اين مطالعه براي اولين بار اثر سيتوتوكسيك زهر عقرب 
هميسكورپيوس لپتوروس بـر روي رده سـلولي سـرطان 

 بررسي قرار گرفت. پستان مورد
عه براي اولين بار اثر سيتوتوكسـيك زهـر در اين مطال

عقرب هميسـكورپيوس لپتـوروس بـر روي رده سـلولي 
ــورد ــتان م ــرطان پس ــايج  س ــت. نت ــرار گرف ــي ق بررس

و حاكي از پتانسيل  باشدمياميدوار كننده  آمدهدستبه
ــراي  ــوروس ب ــر عقــرب هميســكورپيوس لپت ــالاي زه ب

 ينه را. نتايج اين مطالعه زمباشدميمطالعات كشف دارو 
يـافتن تركيـب فعـال  منظوربـهبراي مطالعـات بيشـتر 

موجود در زهر كه خاصيت ضد سرطاني دارد فراهم مي 
  نمايد.

  
  تقدير و تشكر

اين پژوهش با حمايت مـالي انسـتيتو پاسـتور ايـران، 
ا انجام شده است. نويسندگان كمال تشكر ر تهران، ايران

  دارند. از انستيتو پاستور ايران، تهران، ايران
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