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بررسي اثرات سيتوتوكسيك، تمايز و ايجاد آپوپتوز عصاره گياهي ويسكام آلبوم بر روي 
    ATRA به تنهايي و در تركيب با HL60سلولهاي لوسميك 

    
 
 
  
  I دكتر فرهاد ذاكر*
   II سعيد عقيله  

  IIIاله  اكبر پورفتح   دكتر علي
  IV  دكتر مسعود سليماني 

   
     
  

  
  

  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  قدمهم

 حاد يك اختلال نئوپلاستيك در سلولهاي       ميلوييديلوسمي      
    كروموزومــيه اختلالاتــه در نتيجــد كــباش از ميــخونس

  
  
  

  
  
  
  
  

  
  

 در  ،ودــش  ميساز خونــي ايجــاد      و جهش در سلولهاي پيش    
  هايي كه تمايز پيامراي پاسخ به ــا بــسلولهي ــه توانايــنتيج

  
  
  

 چكيده
هاي حـاد   يكي از انواع لوسمي) APL=Acute promyelocytic leukemia(لوسمي پروميلوسيتيك حاد: زمينه و هدف    

هـاي نئوپلاسـتيك كـه در تبـديل شـدن بـه         و تجمـع پروميلوسـيت  ]T)17 ,15([15و 17وزوميبا ترانسن لوكاسيون كروم ـ
ها از شيمي درماني، داروهاي تمايز دهنده و مواد ايجاد كننده             جهت درمان لوسمي  . شود   شناخته مي  ،سلولهاي بالغ ناتوانند  

هـا اسـتفاده     د كلينيكي در درمـان سـرطان      هاي گياهي جهت تحقيق و كاربر       امروزه از عصاره  . شود  آپوپتوزيس استفاده مي  
 بـر روي سـلولهاي      ،در اين مطالعه تاثير عصاره گياهي ويسكام آلبوم از نظر سيتوتوكسيسيتي، آپوپتوز و تمـايز              . شود  مي

 )ATRA)All trans retinoic acid بـه عنـوان مـدل لوسـمي پروميلوسـيتي بـه تنهـايي و در تركيـب بـا          HL60لوسميك 
   .استفاده شده است

اهي اثر سيتوتوكسيك عصاره گياهي روي سـلولهاي لوسـميك   گش اين مطالعه تجربي در محيط آزمايدر: رسير    روش ب 
HL60وسيله ه  بMTT)Dimethyl thiazole diphenile tetrazolium(شد و زنده بـودن سـلول بـا سـتفاده از      بررسي 

 روي رده سلولي در مجاورت با عصاره گيـاهي توسـط         ايجاد تمايز . شمارش سلول و تريپان بلو مورد سنجش قرار گرفت        
ــگ ــسا و   رن ــزي گيم ــاي  )NBT)Nitro blue tetra zoliumآمي ــابي ماركره ــتفاده از  CD14 و CD11b و ارزي ــا اس  ب

 )PI)Propidine iodide و Annexinچنين بررسي آپوپتوز نيز با اسـتفاده از  هم. فلوسيتومتري مورد سنجش قرار گرفت
   .ي انجام گرفتيتومترتوسط فلوس

 تـاثير سيتوتوكـسيك نداشـت       ، ساعت 72ليتر در زمان       ميكروگرم در ميلي   20عصاره گياهي در غلظت كمتر از       : ها  يافته    
 ميكروگرم در   30 و   50هاي    در غلظت . اما بالاتر از اين غلظت وابسته به دوز و زمان اثرات سيتوتوكسيك خود را نشان داد               

ه گـر چـه ايجـاد تمـايز ب ـ     ؛تيجه اثر ضد تكثيري اين دارو است، كاهش يافـت  دون مرگ سلولي كه ن     تكثير سلولي ب   ،ليتر  ميلي
 شـواهد كمـي از   ، سـاعت  24ليتر و زمـان        ميكروگرم در ميلي   100چنين در دوز    هم. شاهده نشد وسيله اين عصاره گياهي م    

 تغييـري در    ATRAب اين عصاره گياهي با      تركي. وجود داشت ) عنوان آپوپتوز مثبت  ه  ب(آپوپتوز در مقايسه با دگزامتازون    
 بـه تنهـايي   ATRA هر چند كـه تكثيـر سـلولي نـسبت بـه         اثر تمايزي خود را حفظ كرد؛      ATRAتمايز سلول نشان نداد و      

  . افزايي است  نشان داد كه مبين خاصيت هميتر بيشكاهش 
 اثرات سـمي و خاصـيت       HL60رده سلولي    عصاره گياهي مورد مطالعه روي       ،براساس نتايج بدست آمده   : گيري      نتيجه

استفاده از آن به عنوان يك دارو جهت درمان در كنار ديگـر             .  و تا حدودي نيز آپوپتوز مشاهده شد       ضد پروليفراتيو داشت  
  . تحقيقات تكميلي است نيازمند،ATRAداروهاي سيتوتوكسيك و داروهاي تمايز دهنده مانند 

             
   آپوپتوز – 4سيتوتوكسيسيتي      – 3       ويسكام آلبوم– 2    سمي پروميلوسيتي حادلو – 1:    ها كليدواژه

  16/12/84:تاريخ پذيرش، 28/2/84:تاريخ دريافت

I( استاديار گروه هماتولوژي، مركز تحقيقات سلولي و مولكولي، دانشكده پيراپزشكي، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ
  ).مؤلف مسؤول*(درماني ايران، تهران، ايران

II (شگاه تربيت مدرس، تهران، ايراننماتولوژي، داكارشناس ارشد گروه ه.  
III (دانشيار گروه ايمونولوژي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران.  
IV(استاديار گروه هماتولوژي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران. 
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يكـي از   . رود  يــ ـن م ــ ـ از بي  ،دــ ـكنن  ك مـي  ــا تحري وغ ر ــو بل 
ــمي  ــواع لوسـ ــا انـ ــمي پروميلوسيتي هـ ـــ، لوسـ ـــك حــ  ادــ

)APL=Acute promyelocytic leukemia (  است كه با تـرانس
ــوزومي  ــيون كرومــ ــع ] T)15,17([ 15و 17 لوكاســ و تجمــ

هاي نئوپلاستيك، كه در تبديل شدن به سلولهاي          پروميلوسيت
  . شود ناخته مي ش،بالغ ناتوانند

 در مـورد اثـر      يات قابـل تـوجه    ــ ـر تحقيق ـدر سالهاي اخي      
ــده و كــشنده سل  ـــعوامــل تمــايز دهن ـــول و آپوتيوتيـ ك در ـ

وص لوســمي ــ و بخــصميلوييــديدرمــان لوســمي حــاد   
تــرانس  لشــده اســت و داروهــاي آ  انجــام پروميلوســيتي 
رسـنيك مـورد اسـتفاده      و تركيبات آ  ) ATRA(رتينوتيك اسيد 

ل عوارض جانبي شديد    ــدليه  ــروزه، ب ــ ام )1-3(.اند  ار گرفته قر
 و از طرفـي  هـاي دارويـي   ومـت داروهاي شـيمي درمـاني، مقا     

دا كردن نقاط اثـري بـراي       ــهاي ادغامي و پي     شناخت پروتئين 
ي به گياهان دارويي با     ــ دستياب ،القاء تمايز و آپوپتوز انتخابي    

 داروهاي سيتوتوكـسيك    اثرات جانبي كمتر كه بتواند تأثيرات     
 مـورد توجـه قـرار       ،و داروهاي تمايز دهنده را افـزايش بدهـد        

ي بـراي   ــ ـع بـا ارزش   ــ ـ منب ،داروهاي گيـاهي  ) 4-6(.گرفته است 
ي و داروهـاي شـيمي درمـاني        توليد انواع محـصولات داروي ـ    

  . باشند مي
    به همين دليل، در اين مطالعـه از عـصاره گيـاهي ويـسكام              

كه به زبان فارسـي بـه دارواش و در   ) Viscum album(آلبوم
ايـن  .  اسـتفاده شـد    ،شـود    شناخته مـي   Mistletoeانگليسي به   

گونه گياهي در مناطق مختلف اروپـا، آسـيا و از جملـه ايـران               
ي و مقـدس  م به عنوان گياهي دارويــيافت شده است و از قدي  
بنــدي  ر طبقــهـنظــ اده از نقطــهــــايــن م. شــناخته شــده اســت

ــ ــيبراســاس اث ــا جــزو ضــد تومور،ر داروي ) Cytostatica(ه
  حـاوي ويسكوتوكـسين، كـولين،      برگ سبز رنگ آن   . باشد  مي

 و در اروپـا بـه    اسـت استيل كوليــن و تركيبـــات آلـي ديگـر      
 در )8و 7(.شــود ان مكمــل ســرطان اســتفاده مــيــــعنــوان درم

مطالعه حاضر عـصاره ايـن گيـاه از نظـر سيتوتوكسيـسيتي،             
ي ايـن  ــ ـر تركيبــ ـاً اثــ ـ ضمن؛ررسـي شـد   تمايز و آپوپتـوز ب    

 ر تمايز بـا داروي آل تـرانس رتينوئيـك اسـيد           ــعصاره از نظ  
)All trans retinoic acid( درمان براي  كه يك رژيم استاندارد

لوسـمي پروميلوسـيتي حـاد اسـت، مـورد          مبـتلا بـه     بيماران  
  . بررسي قرار گرفت

  
  روش بررسي

 در محـيط آزمايـشگاهي          مطالعه حاضر يك مطالعه تجربي    
) كنتـرل (هـا تحـت اثـر دارو و بـدون آن            ه نمونه ــد ك ــباش  مي

  . دــقرار گرفتن
 400وم بـا غلظـت نهـايي        ــ ـاره گيـاهي ويـسكام آلب     ــعص    

ه ابتـدا   ــ ـورت ك ــ ـن ص ــ ـ بدي ؛ليتر تهيه شد    گرم در ميلي    ميلي
عبـور  ي  ــ ـ مخلوط و از كاغـذ صاف      ،لوبا الكل اتان  پودر برگها   

ــر   شــد داده ــر هــود  22/0و ســپس توســط فيلت ــرون زي  ميك
مدت چندين ماه در    ه  اين استوك ب  . ك استريل گرديد  ــبيولوژي
 ATRAداروي  .  قابل نگهداري است   گراد   درجه سانتي  4 دماي

 خريــداري شــد و در Acrosصــورت تجــارتي از شــركت ه بــ
 تهيـه و    ، مولار از آن   10-5اتانول مطلق حل شد و غلظت اوليه        

  .  استفاده شد آن  مولار10-7ايشات از غلظت مز در آ
هديـه  (HL60ليتـر از رده سـلولي        سلول در ميلي   105تعداد      

 ســرم جنينــي گــاوي% 10و ) Sigma(RPMI در )دكتــر ذاكــر
)Sigma (5بيوتيــك و  همــراه بــا آنتــي %CO2هــاي   بــا غلظــت

 كـشت داده    ،اي  هاي چند خانـه     مختلف عصاره گياهي در پليت    
و لام  ) Merck( روز با استفاده از تريپـان بلـو        5ل  در خلا . شد

 و شمارش )Viability cell( زنده بودن سلولها،هموسيتومتر
منظـور بررسـي اثـر سـميت از روش          ه  ب. ي شد ـسلول بررس 

MTT)Dimethyl thiazole diphenile tetrazolium(   اسـتفاده
 80ال  ــ ـد از انتق  ــ ـبع. سـنجي اسـت      رنـگ  ،شد كه اسـاس آن    

تر لي   سلول در هر ميلي    105تر از سوسپانسيون حاوي     ميكرولي
ر از ــــ ميكروليت20 اي،  خانـه 96هـاي   بـه هـر چاهـك از پليـت    

هـاي    پليـت . لف عصاره تهيه شده، اضافه گرديد     اي مخت ــرقته
 37  روز در دمـاي    3مدت يـك تـا      ه  آماده شده در انكوباتور ب    

اتمـام  بعـد از    .  قرار گرفتند  CO2% 5و فشار   گراد    درجه سانتي 
 MTT ميكروليتر محلـول    10 ،زمان انكوباسيون، به هر چاهك    

 گـراد    درجـه سـانتي    37  ساعت در دماي   4-6افزوده و سپس    
 ميكروليتــر 100س بــه هــر چاهــك   ــــ سپ؛دــــانكوبــه ش
ــان ــيديوايزوپروپ ــردن رســوب   ) Merck(ل اس ــل ك ــت ح جه
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جــذب ) Dynex(فورمــازون اضــافه شــد و توســط اليزاريــدر 
در تمام مراحـل    .  نانومتر خوانده شد   540نوري در طول موج     

بدون تاثير دارو به عنوان كنترل اسـتفاده         HL60از سلولهاي   
  . شد
ــراي بررس     ـــب ـــي تمايـ ــوغ ســلولي ـ  از ســه روش ،ز و بل
ـــرفولوم ـــوژي سلولـــــ ـــرازوليــوتتـي، نيتروبلـــــ  ومـــــ
)NBT=Nitro blue tetra zolium (يتومتري اسـتفاده  و فلوس ـ

اي تحـت     هـاي چنـد خانـه        روز در پليت   5 مدت   سلولها به . شد
اي ــ ـ از سلوله  ؛دــ ـهاي غير سمي قـرار گرفتن      درمان با غلظت  

HL60        بدون تاثير دارو و با اضافه كـردنATRA   بـه عنـوان 
  . كنترل منفي و مثبت استفاده شد

    جهـــت تغييـــرات مورفولـــوژي بـــا اســـتفاده از دســـتگاه 
  بــا رنــگ گيمــسا واســمير تهيــه شــد) Shandon(سيتواســپين

)Merch ( و بــا ميكروســكوپ نــوري انجــام شــد آميــزي  رنـگ
تر نوتروفيل و     هاي بالغ   مراحل بلوغ و تكامل آنها به سمت رده       

ــد   ــي ش ــيتي بررس ــست . مونوس ــاس ) NBT)Merckت براس
 و تـشكيل  NBTهـا در احيـاء        ها و منوسـيت    توانايي نوتروفيل 

 محـيط مـورد   اي از باشد كه با قـرار دادن قطـره    فورمازان مي 
 درصـد سـلولهايي كـه در آنهـا          ،نظر بـين لام نئوبـار و لامـل        
) اي متمايل به تيـره      هاي قهوه   دانه(فورمازان تشكيل شده است   

  . آمد نسبت به تعداد كل سلولها بدست مي
يتومتري بــراي تــشخيص ماركرهــاي ســلولي        از فلوســ
ــتفاده ش ـــاس ـــ در اي،دـ ـــن روش تعـ ـــداد سلولهــ ـــا بايـ د ـ

 سپس با استفاده از     ،ليتر برسد    سلول در ميلي   106ل به   ــاقحد
شستـــشو ) PBS)Phosphate buffer saline()Merckبــافر  

هـاي منوكلونـال     بـادي   ردن آنتـي  ــ ـانجام گرفت و با اضافه ك     
CD11b   و CD14)Dako (20مـدت   ه   ميكروليتر ب ـ  10مقدار  ه  ب 

 ،PBSا  داري شدند و سپس ب    ــي نگه ــها در تاريك    ه لوله ــدقيق
ــشو داده   2 ــار شستـ ــدند بـ ــتگاه   وشـ ــه دسـ ــت بـ در نهايـ

 و هـر يـك از   ند داده شدBeckton Dickinsonيتومتري فلوس
هـاي هيـستوگرام از لحـاظ ماركرهـاي سـلولي آنـاليز               منحني
  . ندگرديد

 Annexin V ،كــ ـوتيـاي آپوپتــ ـي سلولهــ ـت بررســجه    
)IQ Holand (    1ظـت  متصل شـده بـا مـواد فلورسـانس در غل 

 رقيـق شـده و      ،ر مربوطـه  ــ ـ در باف  ،رـــليت  ميكروگرم در ميلي  
محلـول  همچنـين   . ازه تهيـه شـد     ت ـ به صورت قبل از آزمايش    

 1بــا غلظــت  ) PI)Propidine iodide()IQ Holandذخيــره 
ليتـر در بـافر       ول در ميلـي   ـيك ميليـون سل ـ   . ليتر تهيه شد    ميلي

ــه مــدت Annexin Vحــاوي  ــرار داده شــد 5 ب ــه ق  و دن دقيق
كه غلظـت     بطوري ،اضافه شد به آن    PIسوسپانسيون محلول   

بـه  سـلولها  . ر شـد ــليت  ميلي1 در  ميكروگرم1 برابر   PIنهايي  
گيري فلورسـانس سـبز رنـگ         ري با اندازه  ــمتفلوسيتو وسيله

Annexin V  ــوج ــول م ــانومتر و530 در ط ــدازه ن ــري   ان گي
اليز  نـانومتر آن ـ   600 در طـول مـوج       PIفلورسانس قرمز رنگ    

  . شدند
آوري بـر حـسب مـورد بـا اسـتفاده از              ها پس از جمع     داده    

دار در نظـر       معنـي  >05/0Pتجزيه و تحليل شدند و      ،  Tآزمون  
  . گرفته شد

  
  ها يافته

هاي مختلفي از عصاره گيـاهي        براي اين منظور ابتدا غلظت        
س از انجــام شــمارش ـبــر روي ســلولها تــاثير داده شــد و پــ

ن درصــد زنــده بــودن ســلولها در روزهــاي  ســلولي و تعيــي
مختلــف، دوزهــاي كــشنده و كاهنــده پروليفراســيون ســلولي 

  . بدست آمد
 در سـلولهاي     مـشهود اسـت    1چنانكه در جدول شماره     هم    

ــدون تاثي ـــب ـــكنت(ر داروـ ــاي  ،)رلـ ــلولي در روزه ــر س  تكثي
 در سـلولهاي تحـت درمـان بـا          داد؛ان  ــ افـزايش نـش    ،مختلف

 ميكروگـــرم در 20 و 10هـــاي  ر غلظـــتعـــصاره گيـــاهي د
ـــي تكث،ليتــر ميلــي ــا كنتــرل بــود ـ  امــا در ،ر ســلولي مــشابه ب
 عصاره گيـاهي    ،رــليت   ميكروگرم در ميلي   50 تا   30هاي    غلظت

ــلولي ش   ــر س ــزان تكثي ــاهش در مي ــث ك ـــباع ـــد و درصـ د ـ
داري با    رابطه معني كه بدين ترتيب    اي زنده خوب بود     ــسلوله

 در  .)>05/0P(تش ـتعـداد سـلولها وجـود دا      ر  ــ ـرل از نظ  ــكنت
 بـه   ، بـسته  ليتـر   رم در ميلي  ــ ميكروگ 1000 تا   100هاي    غلظت

ر سـلولي مـشاهده     ــ ـكثيد در ت  ــش شدي ــ كاه ،غلظت و زمان  
شد و ضمناً دارو اثرات سمي خود را بـه ميـزان زيـاد نـشان                

 و 500هــاي   چنانكــه در روز پــنجم بخــصوص در غلظــت،داد
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 كـاهش رشـد سـلولي بـسيار     ،ليتـر    ميلـي   ميكروگرم در  1000
  . شديد بود

  
هاي مختلف عصاره گياه ويسكام  ر غلظتــتاثي -1جدول شماره 

    در روزهاي مختلفHL60آلبوم بر رشد رده سلولي 
 ليتر به بالا در مقايسه با كنترل،  ميكروگرم در ميلي30از غلظت (

05/0P<(  
  ) ليتر  سلول در هر ميلي104(ول زندهتعداد سل

  در روزهاي مختلف
  

غلظت ميكروگرم در 
 24  0  ليتر دارو ميلي

  ساعت
48 

  ساعت
72 

  ساعت
120 
  ساعت

  135  118  56  23  10  كنترل
10  10  22  56  115  132  
20  10  4/19  53  6/117  120  

*30  10  16  44  78  94  
*50  10  15  40  73  90  
*100  10  15  33  67  48  
*300  10  2/14  26  41  23  
*500  10  14  28  17  8  
*1000  10  12  17  11  5/6  

  
  

ــسيتي از روش     ــد سيتوتوكسي ــي تايي ــت بررس  MTT    جه
ود ــ مـشه  1اره  ــ ـودار شم ــ ـه در نم  ــ ـچنانك. دــ ـاستفاده ش 

 ميكروگــرم در 1000 و 500 ،20 ســه دوز انتخـابي   در،اسـت 
ك، ــر سيتوتوكـسي ــ ـ تاثيدونــ ـب بــ ـترتيه ــ ـبـ ليتـر    ميلـي 
ي ــي و تــاثير سيتوتوكــسيتــ نــسبيـــر سيتوتوكــسيتــــتاثي

 هـر چـه عـصاره      ـدــان ش شدهــمطلق در مقابل كنترل، سنج
 مقـدار جـذب     ، داشـته باشـد    يرـگياه اثر سيتوتوكـسيك كمت ـ    

ليتر،   ميكروگرم در ميلي   20 چنانكه در دوز     ؛نوري بالاتر است  
 يعنـــي مـــاده اثـــر ،كنتـــرل داردا بـــجـــذب نـــوري معـــادل 

 ــ  1000 دوز ،ا در مقابـــلسيتوتوكـــسيك نداشـــته اســـت امـ
ن جـذب نـوري را دارد       ــ ـتري  ر پايين ــليت  رم در ميلي  ــميكروگ

). >05/0P(باشــد ك قــوي مــيـه نــشانه اثــرات سيتوتوكــسيكــ
ـــنتاي ـــج غلظـ ــ50 و 20ت ـ ـــرم در ليت ميكروگ ـــر و نتايـ ج ـ
ـــغلظ ـــ ميكروگ500 و 100ت ـ ـــرم در ليتـ ـــ مانن،رـ ـــد هـ م ـ

  . بودند

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بر ميزان جذب نوري رده سلولي MTTنتايج  -1ماره نمودار ش
HL60 ساعت درمان با غلظتهاي مختلف ويسكام آلبوم 48 پس از 

)05/0P<ليتر  ميكروگرم در ميلي1000 و 500، 20هاي   در غلظت(  

  
اي ـــ ـه ا با غلظـت   ـــدرمان سلوله از   روز   5  گذشت بعد از     

 بــا ATRA ســلولهاي تحــت درمــان بــا ،ي داروهــاــــغيرسم
هــاي  هــسته% 80 بــه ميــزان ،رــــول در ليتــــ م10-7ت ــــغلظ

اي ـــــول و سلولهـــــاوي گرانـــــم حـــــلوبولـــه، سيتوپلاس
، بانــد و ي تمــايز يافتــه ميلوســيت، متاميلوســيت   ــــبينابين

ـــنوتروفي ــشان دادـ ـــنل را ن ـــتمايســلولهاي لوســميك . دـ ز ـ
 ، ماركرهــاCD و NBTا افــزايش درصــد ــــي را بــــنوتروفيل

عـصاره گيـاهي در   ). >05/0P( نشان دادنـد  CD11bخصوصا  
ــت ــاي كاهن غلظـ ـــهـ ـــده پروليفراسيــ ــي ــ  50 و 30ون يعنـ

ز دهنـده   ــ ـر تماي ــ ـي تاثي ــ ـ بـه تنهاي   ،ليتـر   ميكروگرم در ميلي  
ــد  ــشان ندادن ــوري. ن ــيچ  بط ــلولها ه ــه س ــرات   ك ــه تغيي گون

ـــمورفول ـــوژي نداشتـــــ ــســــ ـــ منفNBTت ــه، تــ ي و ـــ
. روز نداشــتندــــ بCD11b و CD14ي ــــاي سلولــــماركره

گونـه افـزايش در       هـيچ  ATRAعصاره گياهي در تركيـب بـا        
ــم وجـــود        ــدگي هـ ــر مهاركننـ ــداد و اثـ ــشان نـ تمـــايز نـ

نكتـه قابـل توجـه ايـن كـه تركيـب آن بـا               ). >05/0P(تــنداش
ATRAتــر رشــد و تكثيــر ســلولي همــراه   بــا كــاهش افــزون

  . )2جدول شماره (بود
ــــه جهــت بليتــر  گــرم در ميلــي ميكرو100 و 50    غلظتهــاي 

دادنـد انتخـاب      ك را نـشان مـي     ــروع سيتوتوكـسي  ــ ـه ش اينكـ
  عصاره گياهي با  روز از مجاورت5ت ـد از گذشــبع. دــشدن
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دن و شستـشو جهـت      ــ ـ مراحـل آمـاده ش     ،هاي مـذكور    غلظت
متري انجام شد و مشاهده شد كه هيستوگرام اين دو          فلوسيتو

ره گياهي تا حدي شبيه بهم بودند و درصـد كمـي          غلظت عصا 
 بـا   وز توسـط دگزامتـازون    ــ ـآپوپت% 78آپوپتوز را در مقابل     

دادند، اما    نشان مي ) ه عنوان كنترل مثبت   ب(  ميكروگرم 50 دوز
 لـذا   ، زودتـر رخ دهـد     شـد كـه آپوپتـوز       چون احتمال داده مـي    

 72و   48 ،24هاي    ليتر در زمان     ميكروگرم در ميلي   100ظت  غل
 سـاعت  24 و مشاهده شد كـه در زمـان       ندساعت بررسي شد  

 72 و   48 هـاي   امـا در زمـان     ،آپوپتوز وجود داشت  % 6حدود  
ضـمناً در سـلولهاي كنتـرل       .  آپوپتوز كمتر شـده بـود      ،ساعت

 آپوپتوزيس مـشاهده    ،منفي كه تحت تاثير هيچ دارويي نبودند      
  . نشد

  
  بحث

از بـين بـردن         امروزه روشهاي درماني مختلف به منظـور        
شــيمي . شــوند كلونهـاي بــدخيم در لوســمي بكــار گرفتــه مــي 

كن كردن سريع لوسـمي       ترين درمان جهت ريشه     مهم ،درماني
دليـل عـوارض   ه باشد اما امـروزه ب ـ   و القاي بهبودي كامل مي    

د داروهـاي شـيمي درمـاني بـه نـوعي ديگـر از          ــ ـجانبي شدي 
 ص بيماران براي مثال درمان خا   . تـده اس ــه ش ــدرمان توج 

 )8-10(.باشـد   تمايز درماني و ايجاد آپوپتـوز مـي     ،APL مبتلا به 
رد ــ ـكارب APL هــلا ب ــ مبت ارانــك در بيم  ــدرمان با آرسني  

اد تمـايز و   ــ ـا ايج ــ ب ،نــاي پايي ــه  ك در غلظت  ــدارد، آرسني 
ـــهــاي بالات در غلظــت ــا ،رـ  ــ ب ـــوز در سلوله ــاء آپوپتـ اي ـالق

  PAR/PML پروتئيــن ادغامــي  بــردننلوسميــك و از بيــ

  
  
  
  
  
  
  
  
  
)Retinoic acid receptor/promyelocyte leukemia( در 

 عوامـل   )11(.نمايـد    ايجـاد مـي    يبهبـود ،  APL  مبتلا بـه   بيماران
د ن ـ وجـود دار   ATRA و   D3تمايز دهنده ديگري مثل ويتـامين       

شوند اما بـا      كه در دوزهاي مختلف باعث تمايز و آپوپتوز مي        
حال، اين نوع روشهاي درماني نيز با مواردي از مقاومـت          اين

 اسـتفاده از عـصاره گياهـان    )12(.و عود بيماري همراه هـستند     
 يكي از روشهاي درماني است كـه مـورد توجـه روز             ،دارويي

  . افزون در سراسر دنيا قرار گرفته است
 يــك محــصول Isorelلبــوم نــوع ا عـصاره گيــاهي ويــسكام     

عنــوان ادجوانــت ه  در درمــاني ســرطان بــه كــگيــاهي اســت
تركيبـي بـا سيكلوفـسفامايد       بـه صـورت   شـود و      استفاده مي 

 لبـوم آ    عـصاره ويـسكام   . شـود   مـي باعث افزايش كـارايي آن      
ــواص،  ــداري داراي دو خـ ــحر و تDNAپايـ ــي در يـ ك ايمنـ

اتيك در  سيتواسـت /هاي پايين و خاصيت سيتوتوكـسيك       غلظت
 باعـث تحريـك آپوپتـوز    ينهمچن ـ باشـد،  هاي بالاتر مـي   غلظت
 در تحقيق حاضـر، عـصاره اتـانولي ويـسكام           )14و  13(.شود  مي

 ،آلبوم كه از سوش ايراني و از درخت ازگيل تهيه شـده اسـت          
ــالاتر از  در غلظــت ــاي ب ــي50ه ــرم در ميل ــر   ميكروگ ــر اث ليت

سيتوتوكسيك از خود نشان داد كه اين اثر وابسته بـه دوز و             
ــود  ــان ب ــه در  ،زم ــايي ك ــا ج ــت  ت ــرم در 1000غلظ  ميكروگ

در . ن اثــر سيتوتوكــسيك مــشاهده شــديتــر بــيش ،ليتــر ميلــي
 اثـر   ،ليتـر    ميكروگـرم در ميلـي     30 و   50هاي غيرسـمي      غلظت

توانـد    د توموري مـشاهده شـد كـه مـي         ضآنتي پروليفراتيو و    
تحقيقـات قبلـي    . باعث كاهش رشد سـلولهاي سـرطاني شـود        

م بخـصوص نـوع     آلبـو   هـاي ويـسكام     دهد كه لكتـين     نشان مي 

در مقايسه با كنترل ( روز5 پس از HL60ه سلولي دو بر القاء تمايز رد  و تركيب آنATRAنتايج حاصله از تاثير ويسكام آلبوم،  -2جدول شماره 
)05/0P<( در ATRAو تركيب آن با ويسكام آلبوم (  

 ATRA  Viscum.Album+ATRA  Viscum.Album  كنترل  

  ليتر  ميكروگرم در ميلي50 و 30   مول در ليتر10- 7متر و   ميكروگرم در ميلي50 و 30   مول در ليتر10-7  0  غلظت
NBT% 3  40  45  2  
CD11b% 3/0  9/86  80  3/1  
CD14%  14/1  3/10  8  7/0  
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Iscador  هاي سلولي سرطاني و سـلولهاي سـرطان           روي رده
% 70شـود و حـدوداً         باعث فعاليت ضـد سـرطاني مـي        ،پوست

ــوزيس از نظــر  )15(.كــاهش رشــد وجــود داشــته اســت  آپوپت
در مطالعـات   . مشخص شد كه القاء كمي وجـود داشـته اسـت          

هاي گياهي ويسكام آلبـوم بخـصوص         قبلي اثر آپوپتوز لكتين   
ــين   گ ــوم و لكتــ ــه كلراتــ ــلولي IIونــ  U937 روي رده ســ

مشاهده شده است و اين اثـر   HL60ميلومونوسيتي انساني و  
 بـوده   9و  Caspases( 3  ،8(هـاي   به واسطه فعال شدن كاسپس    

 بـه نـوع     ، چون خاصـيت آپوپتـوز بـودن دارو را         )17و  16(.است
درخت ميزبان، تهيـه عـصاره و زمـان برداشـت گيـاه نـسبت               

عوامــل مــذكور در در مطالعــه حاضــر حتمــال دارد  ا،انــد داده
. آپوپتوزيس در اين عصاره گيـاهي مـوثر بـوده اسـت           كاهش  

هاي مختلف     در طيف غلظت   تر  بيشضمن اينكه نياز به مطالعه      
 پروسه سيتوتوكسيك بودن گياه را به يك        ،باشد  ضروري مي 

ــسكوتوكين و      ــه وي ــك از جمل ــال بيولوژي ــل فع ــري عوام س
اند و شواهد نشان داده       گالاكتوز نسبت داده  - و د  IIهاي    لكتين

ــطه      ــا واسـ ــلول بـ ــشتن سـ ــداقل دو راه كـ ــه حـ ــت كـ اسـ
 يكي مـرگ سـلولي بـا واسـطه          :سيتوتوكسيسيتي وجود دارد  

صدمه زدن بـه     به صورت آپوپتوزيس و ديگري مرگ سلولي      
در ايـن    )18(.دهـد   كه با نفوذ كلـسيم رخ مـي       است  غشاء سلول   
لقاء تمايز با اين دارو مشاهده نشد كـه          از ا  هايي  مطالعه نشانه 

 تـاثيري در    ATRAمويد مطالعات قبلي است و در تركيـب بـا           
افزايـي در     كاهش تمايز نداشـته اسـت و جالـب اينكـه اثـر هـم              

كـاهش تكثيــر ســلولي داشــته اســت كـه بــه عنــوان اثــر ضــد   
كــاهش تكثيــر و خاصــيت ضــد . تومــوري قابــل توجــه اســت

باشـد    ثير روي چرخه سـلولي مـي       احتمالاً به علت تا    ،توموري
 G1اكثر سلولها در فـاز      ،  ATRAكه در مطالعه قبلي در مورد       

هـاي آزمايـشگاهي،       كه بـه جهـت محـدوديت       )19(تجمع داشتند 
  .پذير نشدكل سلولي امكانمطالعه سي

ــرات سيتوتوكــسيك،    ــف اث ــي در مطالعــات مختل     بطــور كل
ــلولها    ــر روي س ــي ب ــستم ايمن ــك سي ــك و تحري ي آپتوپتوتي

.  و پري كلينيكال اثبات شـده اسـت  In vitroسرطاني از طريق 
تاثيرات مختلف و بيولوژيك اين عصاره گياهي بستگي به نوع          
روده سلولي و فرم عصاره دارد و هنـوز اطلاعـات كـافي در              

مورد فارماكوكينتيك و سميت محصولات آن بخوبي روشـن          
  ) 20(.نيست

  
  گيري نتيجه

تـوان بـراي از بـين         ميكه  دهد     مي نتايج اين پژوهش نشان       
 از اين عصاره گيـاهي      ،بردن سلولهاي سرطاني پروميلوسيتي   

منظـور  ه  هـاي بدسـت آمـده اسـتفاده نمـود و يـا ب ـ               در غلظت 
افزايش اثر ساير داروهاي سيتوتوكـسيك و داروهـاي تمـايز           

 چـرا كـه ايـن دارو تكثيـر سـلولي را             ؛كـار بـرد   را ب  ، آن دهنده
 بـدين ترتيـب     ، ضـد تومـوري دارد     دهد و خاصـيت     كاهش مي 

 تمـايز دهنـده بـه       داروهاي سيتوتوكسيك ديگر و يا داروهاي     
در خاتمـه   . گذارنـد   تاثيرات خود را برجـا مـي       يتر  بيشميزان  

 حاصل كار در محـيط      ،شود كه نتايج اين مطالعه      يادآوري مي 
 مورد تاكيـد    تر  بيشآزمايگشاهي است و لزوم انجام تحقيقات       

  . باشد مي
  

  ر و تشكر تقدي
 ،    اين پروژه با همكاري و مساعدت جناب آقاي دكتر معطـر          

اســتاد محتــرم دانــشگاه علــوم پزشــك اصــفهان كــه زحمــت  
عهـده داشـتند و سـركار خـانم         ه  گيري را ب    و عصاره تلخيص  

اودي از سازمان انتقـال خـون ايـران و جنـاب آقـاي ارجمنـد                
قـدير و   كه بدين وسيله نويـسندگان مقالـه مراتـب ت         انجام شد   

   .دارند تشكر خود را از ايشان ابراز مي
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Abstract 
    Background & Aim: Acute promyelocytic Leukemia(APL) is a kind of acute leukemia characterized by a balanced t(15, 
17) translocation and the accumulation of neoplastic promyelocytes which fails to develop into mature cells. In the recent 
years, chemotherapy, differentiation agents and apoptotic drugs have beed used in treatment of leukemia. Recently, plant 
extracts have been used for treatment of cancers in research and clinical application. The aim of the present research was 
to study cytotoxicity differentiation and apoptosis of viscum album lectin extract on HL60 cells individually or in 
combination with ATRA.  
    Materials & Methods: Cytotoxic effect of extract on HL60 cells was studied by MTT colorometric assay and viability 
was monitored using cell counting and trypan blue. Differentiation induction of cells after treatment was examined by 
Geimsa staining, NBT test and evaluation of CD11b and CD14 markers flowcytometry. Apoptosis was also observed using 
Annexin and PI through flowcytometry.   
    Results: The data showed this extract was not cytotoxic in lower than 20µg/ml in 72hrs, but it had cytotoxic effect over 
this concentration in a dose and time-dependent manner. In concentrations of 30µg/ml, cell proliferation decreased with 
good viability revealing antiproliferative effects of this agent. However, differentiation induction effect was not observed 
with this agent. In proper dose(100µg/ml) in 24 hrs, little evidence of apoptosis was seen compared to 
dexamethasone(dexamethasone as a positive control). The combination of this agent with ATRA did not show any effect 
on differentiation of cells. However, ATRA preserved its effect of differentiation with higher cessation of proliferation.   
    Conclusion: This extract had antiproliferation and cytotoxic effect on HL60 cells depending on concentration. However, 
effect on apoptosis was minimal. The combination of this extract with cytotoxic drugs and differentiation agents requires 
further investigation.  
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