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  چكيده
 به درمان متداول هاي روش اينكه به توجه با. باشد ميكشورهاي در حال توسعه دومين سرطان شايع در  ه رحمانسرطان ده :مقدمه

 اي ويژه اهميت طبيعي تركيبات از استفاده با جديد درماني هاي راه جستجوي ،همراه است جانبي عوارض با و نبوده مؤثر كافياندازه 
انجام  HeLa رده - هاي سرطاني دهانه رحم مستخرج از زهر زنبور عسل بر تكثير سلول نمليتيه با هدف بررسي اثر مطالعاين . دارد

  .پذيرفت
بومي  از زهر زنبور عسل) RP-HPLC(فاز معكوس  -كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا با استفاده از روشمليتين  :بررسيروش 

 اين در. قرمز انجام گرديد هاي گلبولتست هموليتيك بر روي  جهت اطمينان از فعاليت بيولوژيك مليتين، .استخراج گرديد ايران
رده به اين منظور  .بررسي گرديد HeLaسرطاني رده  هاي سلول )Viability( ميزان حيات و تكثيربر مليتين مهاري  اثر مطالعه
تيمار ساعت  24 و 12 يها زمان باهاي مختلف مليتين  غلظت مجاورت در سپس .شد خانه كشت داده -96در پليت  HeLa سلولي
   .تعيين گرديدنانومتر  540در طول موج  MTTروش  اب ها سلول حيات انتها در. گرديد

 در مجاورتدر حالي كه  ،شد µg/ml5/0=50HD ،درصدي از خود نشان داد 50 فعاليت هموليتيككه  مليتين غلظتي از :نتايج
سرطاني  هاي سلولدرصدي  50ميزان زنده بودن  .كاهش يافت  µg/ml2=50HDبه فعاليت هموليتيك  )FBS( سرم جنين گاوي
  .به دست آمد µg/ml1ساعت،  12با زمان انكوباسيون  MTT تستبا توجه به  در تيمار با مليتين

نشان  MTTنتايج تست  .بيولوژيكي بسيار فعال است نظر از و باشد ميداراي فعاليت هموليتيك قابل توجهي  مليتين :گيري نتيجه
لذا مطالعات ديگر جهت  ،كند ميرا مهار  HeLa هاي سلولتكثير  ،مليتين در شرايط وابسته به غلظت و زمان انكوباسيون كه داد

  .گردد ميبررسي مكانيسم اثر مليتين پيشنهاد 
  

  HeLa، MTTمليتين، سرطان دهانه رحم، رده سلولي  :كليدي هاي واژه
                                                            

  morady2008@gmail.com: ، پست الكترونيكي)271(داخلي  - 0351-8213091: تلفن ؛ )نويسنده مسئول( *
  .باشد مي زديدانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد صدوقي ي يدانشجو نامه انيپامقاله حاصل  نيا - 
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  مقدمه
رنگ  بي مايع، بيتركي :Bee Venom)  (BVعسل زنبور زهر

كه با اتانول غيرفعال  باشد مي 5/5تا  pH، 5/4و اسيدي با 
ها و پپتيدها، بخش اصلي زهر و اسيدهاي  پروتئين .شود مي

آمينه و تركيبات معدني، بخش كوچك آن را تشكيل 
هاي متعددي تشكيل  بخش فعال زهر از پروتئين .)1(دهند مي

و  دضدانعقادي دارنخاصيت  ،گردند ميشده كه موجب التهاب 
كولوژي و صنعت داروسازي مورد توجه اعلم فارم، در پزشكي
هاي  تا سال آنها و مكانيسم عمل زهرتركيبات  .)2(اند قرارگرفته

 هاي روشبه دليل عدم دسترسي به ميلادي  1950-1940
بنابراين  .، ناشناخته مانده بودجهت تجزيه و تحليلمناسب 

آنزيم فسفوليپازي آن نسبت داده به فعاليت  زهرتمام اثرات 
الكتروفورز،  انندهاي مختلف م روشگسترش . شد مي

كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون و پيشرفت در علم بيوشيمي و 
عسل  داروسازي، باعث شد كه مكانيسم فعاليت اجزاء زهر زنبور

مختلف زهر زنبور عسل از  باتيترك. )3(بهتر شناخته شود
 .)4(شد ييشناسا جدا و بيستماواسط قرن 

 تركيب فعال با خواص درماني 28 حداقل عسل زهر زنبور
مختلفي از جمله مليتين،  اين تركيب از پپتيدهاي. )5(متفاوت دارد

 MCD: Mast Cell Degranulation ، آدولاپين و پپتيدآپامين
و  A2فسفوليپاز  انندي مها همچنين آنزيم. تشكيل شده است

 انندولوژيك متفاوت مبا فعاليت بي يهاي ، آمينهيالورونيداز
نفرين و اجزاء غيرپپتيدي مانند ليپيدها،  هيستامين، اپي

راپي نفرين و اسيدهاي نو ها، سينكالين، گليسرول، كربوهيدرات
تركيب  .)5،6(باشند زنبور عسل مي از ديگر اجزاء زهرآمينه آزاد 

پپتيدي است كه توسط محققي به نام  ،ي زهر ليوفيليزهاصل
Habermannاين تركيب .)7(، مليتين ناميده شده است، 

درصد  50 حدود كه باشد مي زنبور عسلترين جزء فعال زهر  مهم
القاءكننده  كه مليتين .)8(دهد ميرا تشكيل  سموزن خشك 
، )9(باشد مي توجهي قابل و داراي اثرات ضدسرطاني قوي آپوپتوز

 با فسفوليپاز طي آزمايشات الكتروفورتيكميلادي  1952در سال 
A 26 داراي ،پاتيك تركيب آمفي اين .)3(ي شدشناساي 

 - Nقسمت  به عبارت ديگر ،)6(باشد ميبار مثبت  6اسيدآمينه با 

 - Cترمينال مولكول به طور مشخصي هيدروفوب و ناحيه 
 سولفيد دي و فاقد پل به شدت بازي ،ترمينال، هيدروفيل

، آن را به يك تركيب مليتين دوگانه دوستيخاصيت  .)8(باشد مي
داراي اين تركيب  .)10(كرده استقابل حل در آب تبديل 

قرمز  هاي گلبولفعاليت بالاي ليز سلولي به خصوص ليز غشاء 
 شويندهتوالي خود بخشي دارد كه شبيه به  و در )11(باشد مي

خاصيت ليزكنندگي مليتين به همين  احتمالاً و كند ميعمل 
يد داراي اثرات ضدسرطاني نيز اين پپت .بخش وابسته است

مكانيسم ضدسرطاني مليتين با آپوپتوز، نكروز و  .)12(باشد مي
تواند  مليتين مي .)13(شود سرطاني توصيف مي هاي سلولليز 

را القاء ) Apoptosis( ريزي شده سلول فرايند مرگ برنامه
 مليتين به عنوان يك تركيب ضدسرطان مورد اخيراً .)14(كند

گرفته است و محققين با ايجاد تغييراتي در مولكول آن توجه قرار 
هاي آلرژيك ناشي از بكارگيري  ند انواع واكنشا هسعي كرد

سرطان كليه، انند ي ميها در سرطان. )8(مليتين را كاهش دهند
بدخيم  هاي سلول... ها و  ريه، كبد، پروستات، مثانه، لوسمي

مكانيسم ين همه با ا .)5(توانند هدف مليتين قرار بگيرند مي
 .)8(سرطاني مليتين به طور كامل شناخته نشده استاثرات ضد

بدخيم را در  هاي سلولاز طريق القاء آپوپتوز، رشد و تكثير  زهر
، سرطان )16(، سرطان كبد)15(سرطاني ريه هاي سلول
 Cervical( سرطان دهانه رحم. كند ميمهار ... و  )17(پستان

Cancer( ساليانه . باشد ميايع در زنان هاي ش يكي از سرطان
 300شوند و حدود  هزار زن به اين بيماري مبتلا مي 500حدود 

 بيشتر. دهند هزار نفر بر اثر اين بيماري جان خود را از دست مي
 ).18(قربانيان اين بيماري در كشورهاي در حال توسعه هستند

هاي ناشي از  درصد مرگ 6/1حدود در رحم  دهانه سرطان
هاي  سرطانهاي ناشي از  مرگ درصد 15زنان و  رسرطان د

امروزه براي  .است  دادهبه خود اختصاص دستگاه تناسلي آنان را 
ليزر و فريز كردن  ،جراحيهاي  روشرحم از دهانه درمان سرطان 

درماني  شيمياز  در موارد بسيار شديدجهت از بين بردن بافت و 
درماني را  با شيمي درصد درمان .شود مي استفادهو پرتودرماني 

هاي ذكر  تمام روش). 19(كنند درصد اعلام مي 15تا  10دود ح
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با عوارض جانبي تهاجمي  يها شده براي درمان اين سرطان روش
نياز به  ،هاي درماني موجود  معايب روش با توجه به. هستند

هاي نوين به ويژه تركيبات طبيعي   استفاده از تركيبات و روش
بيش از  دهانه رحمدر كنترل و درمان سرطان موجود در طبيعت 
لذا در اين مطالعه اثر مليتين جدا شده از  .گردد پيش احساس مي

دهانه سرطاني  هاي سلولعسل بومي ايران بر تكثير  زنبور زهر
  . مورد بررسي قرار گرفت رحم

  بررسيروش 
جهت  .است (Basic Science)نوع علوم پايه  اين مطالعه از

ابتدا يك كندوي زنبور ، بومي ايران ر زنبور عسلآوري زه جمع
واقع در زنبورستاني در   (Apis mellifera meda)عسل ايراني

منطقه كوهرنگ استان چهارمحال بختياري انتخاب و از نظر 
  . ييد قرار گرفتأسلامت و نژاد مورد ت

 آوري زهر زنبور از زهر زنبور عسل به وسيله دستگاه جمع
 و Bentonتغيير در پروتكل  يكي و با اندكيطريق تحريك الكتر

اين وسيله . )20(دست آمده ب 1963سال  درهمكاران 
زنبورهاي عسل  ،شوك الكتريكي جاديآوري كننده ونوم با ا جمع

 .آوري كننده را نيش بزنند جمعتا صفحه  كند ميرا تحريك 
در فريزر  آوري و براي استفاده بعدي زهر از روي صفحه، جمع

  .شدذخيره  جه سانتيگراددر -20
براي تزريق به دستگاه زنبور عسل آماده سازي زهر  جهت

HPLC ،5 ليتري  ميلي 5/1هاي  گرم از ونوم به ميكروتيوپ ميلي
. ميكروليتر آب ديونيزه حل شد 100انتقال داده شده و در 

. مخلوط گرديد Vortexدقيقه با دستگاه  2سپس به مدت 
دقيقه و با دور  10به مدت  محلول حاصل در دماي اتاق،

 به آرامي برداشتهمايع روئي . فيوژ شددر دقيقه سانتري 13000
سوپ روئي به دست . و رسوب حاصل دور انداخته شد شده

ومتر ميكر 2/0فيلتر غشايي  هاي فيلتردار با ميكروتيوپ آمده در
مايع شفاف به دست . سانتريفيوژ گرديد و مجدداً شد ريخته

 -20آوري و سپس در فريزر  كروتيوپ تميز جمعيك مي آمده در
 .ديگراد براي آزمايشات بعدي ذخيره شدرجه سانت

 كروماتوگرافي روشجهت جداسازي مليتين از زهر زنبور عسل از 
 )Reverse Phase-HPLC( فاز معكوس - با كارايي بالا مايع

فاز ثابت شامل يك ماده مانند  RP-HPLCدر  .استفاده گرديد
 يا) 18Cستون ( 37H18Cا يك گروه الكيلي مانند سيليكا ب

17 H8C ) 8ستون C (فاز متحرك در اين نوع  و باشد مي
كروماتوگرافي، يك محلول نيمه قطبي است كه حاوي استونيتريل، 

فلوئورو استيك اسيد  آب بسيار خالص و ميزان بسيار كمي تري
 بر RP-HPLCجداسازي در  .باشد مي) درصد 1/0 تا 01/0(
در . گيرد ساس اثرات متقابل نيروهاي هيدروفوبيك انجام ميا

گرديد كه مواد به اي تنظيم  ابتدا شرايط يوني ستون به گونه
سبت قطبي هاي به ن در اين مرحله از محلول. ستون متصل شوند

در ادامه با تغيير تدريجي قطبيت محلول . مانند آب استفاده شد
مواد ) تر مانند استونيتريلهاي با قطبيت كم استفاده از محلول(

هيدروفوبيسيته خارج  ترتيب افزايش در ميزانه متصل به ستون ب
ي و همچنين جداسازي در اين مطالعه به منظور شناساي. شدند

 HPLC  (Knauer GmbH, Germany)مليتين از دستگاه
مورد استفاده از اجزاي زير تشكيل  HPLCسيستم . استفاده شد

 20، سيستم تزريق با ظرفيت UV رپمپ، دتكتو: شده بود
و  Chrom Gateافزار  با نرم ميكروليتر و يك سيستم كامپيوتر

محلول اصلي متانول به  4اين سيستم شامل  .18Cستون 
به  HPLCبراي  بالا، آب مقطر با درجه خلوص Aعنوان محلول 

درصد  05/0، استونيتريل به همراه Bعنوان محلول 
آب ديونيزه به همراه  ،Cعنوان محلول فلورواستيك اسيد به  تري
 Dفلورواستيك اسيد به عنوان محلول  درصد تري 05/0
  پس از تزريق نمونه به دستگاه و پيش از  .باشد مي

درصد  100با دقيقه،  5اعمال گراديانت خطي، ستون به مدت 
گراديانت  ،60تا دقيقه  5شسته شد، سپس از دقيقه  Dمحلول 

  دقيقه 55به مدت  Cحلول درصد م 60خطي صفر تا 
ناگهاني ، يك افزايش 65تا  60از دقيقه . اعمال گرديد 

  درصد و يك كاهش  90تا  Cگراديانت خطي در محلول 
. درصد اعمال شد 10تا  Dدر محلول  خطي گراديانتناگهاني 

به  Dدرصد و محلول  صفربه  C محلول 70تا  65دقيقه  از
  ري شده توسط دستگاه آو هاي جمع فراكشن .درصد رسيد 100

Freeze Dryer (Christ, 2 alpha- Germany)  ليوفيليزه
يد مليتين به دست آمده از زهر أيبه منظور ت ادامه در. گرديدند
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مليتين استاندارد خريداري شده از زنبور عسل بومي ايران، 
و  تزريق شد HPLCمشابه به ستون  روششركت سيگما، با 

ين سيگما با كروماتوگرام مليتين كروماتوگرام حاصل از مليت
  .بومي ايران مقايسه گرديد زنبور عسلهر استخراج شده از ز

گيري غلظت مليتين، روش تعيين غلظت  براي اندازه
با استفاده از كيت  )Bicin Choninic Acid :BCA(پروتئين 

Smart BCA Protein Assay Kit  ) شركتintron(  و مطابق با
   .يددستور كيت انجام گرد

ترين فعاليت بيولوژيكي مليتين فعاليت هموليتيك آن  مهم
از بين  درفعاليت هموليتيك مليتين، همان توانايي پپتيد . است

كه منجر  باشد ميقرمز خون  هاي گلبولبردن غشاي پلاسمايي 
 قرمز، خروج هموگلوبين و افزايش جذب هاي گلبولبه ليز 
  .شود متر مينانو 540در  ) RBC( هاي قرمز خون سلول

و همكاران با اندكي  Al Badriاين تست بر اساس پروتكل 
ميكروليتر  10پس از خونگيري حدود  .)21(تغيير انجام شد

فالكون حاوي . ليتر خون تازه و سالم اضافه شد ميلي 5هپارين به 
سانتيگراد درجه  37دقيقه در انكوباتور  10خون هپارينه به مدت 

ي ليز شده، ها سلولحذف پلاسما و  سپس به منظور. قرارگرفت
گرديد و  سانتريفيوژ 3500دقيقه با دور  10خون كامل به مدت 

يابد كه سوپ  تا زماني ادامه مي اين شستشو. شسته شد PBSبا 
، مايع نهاييشوي و  پس از شست. شفاف شود كاملاً RBCروئي 

يه به منظور ته. روئي به آرامي با سمپلر برداشته و دور ريخته شد
به . رقيق شدند PBSها با  ، اريتروسيتRBC%2سوسپانسيون 

، از سوسپانسيون RBC%2ليتر  ميلي 10عنوان مثال، براي تهيه 
 PBSحجم آن با  ميكروليتر، به يك فالكون منتقل و 200حاصل 

هاي  در مرحله بعد براي ايجاد غلظت. سي سي رسانده شد 10به 
ليتر،  ميكروگرم در ميلي 0625/0و  125/0، 25/0، 5/0، 1، 2، 4

خانه  96در يك رديف از پليت  PBSميكروليتر  100مليتين با 
به هر  RBC%2ميكروليتر  100سپس . طور سريالي رقيق شده ب

 200ي هر خانه از پليت، به حجم نهاي( خانه اضافه گرديد
زمان با مراحل انجام آزمايش، يك رديف از  هم). ميكروليتر رسيد
ميكروليتر  100و  PBSميكروليتر  100(منفي  پليت به كنترل

RBC ميكروليتر  100(و رديف بعدي به كنترل مثبت ) درصد دو

اختصاص داده  RBC%2ميكروليتر  100و % 100X 1ترايتون
خانه حاوي سه رديف كنترل  96به عبارت ديگر، پليت . شد

درجه  37منفي، كنترل مثبت و مليتين رقيق شده در انكوباتور 
 ،بعد از انكوباسيون. ساعت قرار داده شد 2گراد به مدت سانتي

دقيقه  10و به مدت  3500تا 3000خانه با دور  96پليت 
ميكروليتر از سوپ رويي  100در مرحله بعد . سانتريفيوژ گرديد
. در پليت ديگر منتقل گرديد معادل آنهاي  هر خانه به خانه

متر و با نانو 540جذب هموگلوبين آزاد شده در طول موج 
 (EPOCH- Biotech, USA) دستگاه ميكروپليت اسپكتروفتومتر

گيري جذب  مراحل انكوباسيون، سانتريفيوژ و اندازه. خوانده شد
هاي كنترل مثبت و كنترل منفي نيز همانند  نوري براي نمونه

ها با كنترل منفي و  داده .هاي مجهول انجام گرفت ساير نمونه
  .اين آزمايشات سه بار تكرار گرديد. كنترل مثبت مقايسه شدند

  :هاي خوني به صورت زير محاسبه گرديد سلول درصد هموليز
  
  
  

اين به منظور نشان دادن اثر مهاري سرم جنين  علاوه بر
 ها سلولبر قدرت لايز ) Fetal Bovine Serum :FBS( گاوي

در اين آزمايش، در . آزمايشي طراحي گرديد ،توسط مليتين
 10مورد استفاده  PBS، به RBC%2 سوسپانسيونمرحله تهيه 

سپس تمام مراحل انجام شده در . اضافه گرديد FBSدرصد 
به . ك در اين آزمايش مرحله به مرحله تكرار شديتست هموليت

هاي مليتين استفاده شده در مرحله  اين صورت كه همان غلظت
در . اضافه گرديد RBC%2 ميكروليتر سوسپانسيون 100قبل به 

به عنوان كنترل  PBSتيمار شده با  هاي سلولن آزمايش اي
به عنوان  X-100 ترايتون تيمار شده با هاي سلولمنفي و 

 كاملاًساير مراحل . كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت
افزار  نرماستفاده از ها با  داده. مشابه با آزمايش اول انجام گرديد

Sigma plot  تايج حاصل از اين و نتجزيه و تحليل  11نسخه
  . مقايسه شد FBSآزمايش با آزمايش فاقد 

غني  RPMI 1640در محيط كشت  HeLaرده  هاي سلول
 10000سيلين  ، پني(FBS)درصد سرم جنين گاوي  10شده با 

  ) جذب نوري نمونه ـ جذب نوري كنترل منفي(                      
  100 ×                                                            =درصد هموليز
 )منفيجذب نوري كنترل مثبت ـ جذب نوري كنترل (                 
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ليتر  ميلي گرم در ميلي 10ليتر و استرپتومايسين در ميلي واحد
 CO2% 5ا گراد ب درجه سانتي 37در انكوباتور و شد كشت داده 

تقسيم شده و كف  ها سلولپس از اينكه . گرديد نگهداري
به كمك محلول حاوي  فلاسك كشت سلول را اشغال كردند،

 و جدااز كف فلاسك  EDTA% 1/0آنزيم تريپسين و % 25/0
ميزي با تريپان بلو با استفاده از لام نئوبار و آ رنگ پس از

  .پ معكوس شمارش شدندوميكروسك
. جدا شدند cm2 25از كف فلاسك  HeLaي ها سلول

سلول در هر  4×  104شمارش سلولي انجام گرديد و تعداد 
 200اي ته صاف با حجم نهايي  خانه 96چاهك پليت 

، كشت داده %)1640FBS+RPMI 10(ميكروليتر محيط كشت 
قرار  CO2%5و  С°37ساعت در انكوباتور  24به مدت  ه وشد

رج و ها خا رم از چاهكسپس محيط كشت حاوي س .ندداده شد
مليتين  µg/ml 25/0و  5/0 ،1 ،2 ،4 ،8هاي  با غلظت ها سلول

ساعت تيمار  24و  12به مدت  FBSدر محيط كشت فاقد 
ساعت پيش از پايان مدت زمان انكوباسيون به هر  4 .گرديدند

گرم در  MTT )5/2ميكروليتر محلول  20ها  يك از چاهك
ها مجدداً به مدت چهار  پليتسپس . اضافه گرديد) ليتر ميلي

در پايان  .با همان شرايط قبلي قرار گرفتند ساعت در انكوباتور
هاي تشكيل شده در پليت را با  كريستال  زمان انكوباسيون،

ميكروسكوپ معكوس مشاهده كرده و محيط كشت با سمپلر 
  هاي  كه نوك سمپلر به كريستال طوريه ب ،چند كاناله به آرامي

  

در  .رمازان در كف پليت برخورد نكند، خارج شدنامحلول ف
به هر چاهك  DMSOمحلول  ميكروليتر 100مرحله بعد، 
. چندين بار محلول به آرامي با سمپلر پيپت شد. اضافه گرديد

نانومتر با استفاده از  540ها در طول موج  سپس جذب نمونه
گيري  اندازه (Epoch, Biotech,USA)دستگاه پليت ريدر 

انحراف بار تكرار و نتايج به صورت  3آزمايش به صورت  .گرديد
  . نمايش داده شدند ميانگين±معيار

زنده با كمك  هاي سلولدرصد  زيو ن تيدرصد سم
   :شوند يمحاسبه م ريز يها فرمول
  
    
  زنده هاي سلولدرصد =  حيات ×) 100 –درصد سميت (

  نتايج
زهر  تحليلتجزيه و در اين مطالعه كروماتوگرام حاصل از 

تركيب  100دهنده وجود بيش از  زنبور عسل بومي ايران نشان
پيك بزرگ در اين كروماتوگرام  20حدود . بودمختلف در زهر 
پيك مربوط به مليتين به صورت دستي . باشد ميقابل تشخيص 

نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه . آوري گرديد جمع
بور عسل بومي ايران را درصد زهر زن 50تا  49 مليتين حدود

در گراديانت خطي  6/45اين پپتيد، در دقيقه . دهد ميتشكيل 
آب ( Dدرصد محلول  60 و) استونيتريل( Cدرصد محلول  40

+05/0%TFA (از ستون خارج گرديد ) 1شكل(.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  nm214موج در طول  HPLCزهرزنبور عسل بومي ايران توسط  تجزيه و تحليلپروفايل پروتئيني  :1شكل 

  ) ونهجذب نوري نمميانگين (                                  
    (Toxicity)1 -                                                 100 × =سميتدرصد 

 )منفيكنترل (                                             
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دقيقه پس از تزريق زهر به دستگاه در  6/45مليتين 
 Dدرصد محلول  60و  Cدرصد محلول  40گراديانت خطي 

  .خارج گرديد

مشابه  روشمليتين خريداري شده از شركت سيگما نيز با 
 از ستون جدا 1/48تزريق گرديد و در دقيقه  HPLCبه ستون 

  .)2شكل ( شد
 

 

 

 

 

  
 

 

 

  
 

 nm 214 موج طول در HPLC توسط مليتين سيگما تجزيه و تحليل پروتئيني يلپروفا :2شكل

  
 در دستگاه به زهر تزريق از پس دقيقه 1/48 سيگما مليتين
 D محلول درصد 55 و C محلول درصد 45 خطي گراديانت

  .گرديد خارج
 بر مليتين هموليتيك اثر بررسي منظور به هموليتيك تست

  .انجام شد انسان خون قرمز هاي سلول
د كه مليتين در در اين مطالعه آزمايش هموليتيك نشان دا

فاقد فعاليت هموليتيك  µg/ml 25/0هاي كمتر از غلظت
  ، كنترل مثبت مقايسه باكه در  حالي ، درباشد ميچشمگير 

 ،هموليتيك مليتين فعاليت µg/ml 1هاي بالاتر از غلظتدر 
به نسبت ن كه از مليتي غلظتي. درصد بوده است 90تقريباً 

درصد از  50باعث ليز ) كنترل مثبت( 100Xترايتون 
تعيين  µg/ml5/0 برابر) 50HD(شود  هاي قرمز مي گلبول
  .گرديد

علاوه بر اين در آزمايش طراحي شده و به منظور بررسي اثر 
 ،بر فعاليت هموليتيك مليتن) FBS(مهاري سرم جنين گاوي 

 را اين ماده به شدت فعاليت هموليتيك مليتين ،مشاهده گرديد
كه مليتين تا  نتايج اين آزمايش نشان دادند. كند ميمهار 

فاقد فعاليت هموليتيك بوده و  FBSدر حضور  µg/ml  1غلظت
مليتين فعاليت شديد  8و  µg/ml 4هاي  تنها در غلظت

مليتين  HD 50 در اين مطالعه. هموليتيك از خود نشان دادند
دهنده  كه نشان تعيين گرديد µg/ml  2برابر FBSحضور در 

آن عدم حضور به نسبت  FBSدر حضور  HD 50افزايش
  .باشد مي

ناحيه مشخص  3نمودار فعاليت هموليتيك مليتين داراي 
ه ميزان فعاليت در هايي از مليتين ك غلظت: 1ناحيه  ؛باشد مي

رار گرفتن در و قادر به ق باشد ميين و در حد صفر آنها بسيار پاي
  هايي كه در آنها  غلظت: 2ناحيه . نيست ءداخل غشا

  و در پايان  ؛يابد فعاليت مليتين با شيب تندي افزايش مي
  هايي از مليتين كه فعاليت در آنها حداكثر  غلظت: 3ناحيه 

  شود و افزايش در  مي ءباعث تخريب غشا بوده و سريعاً
 فزايش فعاليت گرددتواند منجر به ا ميزان مليتين ديگر نمي

  . )1نمودار (
به اين ترتيب شكل خاص سيگموئيدي نمودار فعاليت 

  . گردد ميهموليتيك مليتين ايجاد 
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  FBS  حضور بدون و حضور در هموليتيك فعاليت مقايسه :1نمودار 
  

 ± انحراف معيار صورت به نتايج و انجام تكرار بار سه با تست
  .شد هداد نمايشميانگين 

اثر مليتين بر مهار رشد به منظور بررسي  MTTتست 
  .انجام شد HeLaي رده ها سلول

 در ها سلولحيات  كاهش بر مليتين اثر به مربوط نتايج
 آمده 3 و 2نمودارهاي  در ترتيب به ساعت 24 و 12 هاي زمان
 رشد بر مليتين مهاري اثر دهند كه مي نشان نتايج اين. است
 مدت و مليتين غلظت به HeLa رده رحم سرطاني هاي سلول

غلظتي از مليتين كه موجب . باشد مي وابسته انكوباسيون زمان
در ) 50IC(سرطاني شده است  هاي سلولدرصدي  50مرگ 
 24ليتر و براي  ميلي در ميكروگرم 8/1ساعت برابر  12 مدت

حيات  ميزان .باشد ميليتر  ميكروگرم در ميلي7/1ساعت برابر 
 12هاي فوق براي مدت زمان  غلظت با شده تيمار هاي سلول

، 58/47±98/5، 17/26±61/2، 89/5±19/3ساعت به ترتيب برابر 
  .)2نمودار( محاسبه گرديد 67/91±4و  2/3±56/79

  
  
 

  
  
  
  
  
  
  
 

 ساعت 12تيمار شده با مليتين به مدت  HeLa هاي سلولدرصد حيات : 2 نمودار

ميزان فعاليت هموليتيك

µg/mlغلظت

ت 
عالي

ف
ي 

سب
ن

ك
يتي

مول
ه

 
ول

 سل
ات

حي
ان 

ميز
 

µg/mlغلظت
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گيري نتايج  كرار، اندازهو سه بار ت MTTتست  ها سلولحيات 
 .   نشان داده شده است ميانگين ± انحراف معيارصورت  به

 هاي غلظت با شده تيمار هاي سلولحيات  ميزان همچنين
 ،43/7±42/1 برابر ترتيب به ساعت 24 زمان مدت براي فوق

 1/78±82/2 و 68/3±73/73 ،46/4±37/41 ،81/2±88/20
  ).3نمودار( گرديد محاسبه

و  گيري ه انداز تكرار، بار و سه MTT تست با ها ولسلحيات 
   .است داده شده نشان ميانگين ± انحراف معيار صورت به نتايج

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ساعت 24 مدت به  مليتين با شده تيمار  HeLaهاي سلولدرصد حيات  :3 نمودار

  
  بحث

هدف اصلي اين مطالعه جداسازي مليتين از زهر زنبور عسل 
سرطاني  هاي سلولان و بررسي اثر مهاري آن بر رشد بومي اير

در اين مطالعه اثرات بيولوژيك  علاوهه ب. بوده است HeLaرده 
در كاهش ميزان تخريب مليتين بر  FBSنقش  مليتين و

نكته قابل  .رسي گرديدقرمز، با تست هموليتيك بر هاي گلبول
وع و ، نكه در مطالعات قبلي وجود ندارد توجه در اين پژوهش

  .باشد مي) زهر زنبور عسل ايراني(به كار برده شده منبع زهر 
در اغلب مطالعات مشابه، مليتين به صورت تجاري خريداري 

در حالي كه در . و براي انجام آزمايشات مختلف استفاده شد
، پپتيد به حاضر پژوهش تعداد معدودي از مطالعات از جمله

بور عسل تخليص از زهر زن RP-HPLC روشروش دستي و با 
  .گرديد
 تجزيه و تحليلاين مطالعه كروماتوگرام حاصل از  در

كروماتوگرافيك زهر زنبور عسل بومي ايران نشان داد كه 

كه  دهد ميدرصد تركيبات زهر را تشكيل  50مليتين حدود 
 شو همكار Rybak-chmielewskaاين نتيجه با گزارشات 

 . )4(مطابقت دارد

 شده در اين كروماتوگرام مشابه هاي مشاهده تعداد پيك
گزارشات پيش از اين در رابطه با زهر زنبور عسل بومي ساير 

رسد تفاوت  بنابراين به نظر مي، )22(باشد ميمناطق جهان 
چشمگيري در ميزان و نوع تركيبات زهر زنبور عسل بومي ايران 

 برزيلو  زهر زنبور عسل بومي اروپا اننددر مقايسه با مناطق ديگر م
 HPLC مقايسه كروماتوگرام حاصل از. )6(وجود نداشته باشد

عسل ايراني،  مليتين سيگما و مليتين استخراج شده از زنبور
زنبور ايراني و غيرايراني را به وضوح نشان  شباهت مليتين حاصل از

ديده  ،HPLC با انجام آزمايشاتي چون تعيين غلظت و. دهد مي
عسل بومي ايران  زهر زنبوراست مليتين استخراج شده از شده 

 . مراتب برتري دارد از نظر درجه خلوص نسبت به نوع ديگر به

µg/mlغلظت

ول
 سل

ات
حي

ان 
ميز

 

 µg/mlغلظت
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به منظور نشان دادن اثر مهاري تركيباتي چون اسيدهاي چرب 
كه حاوي مقادير زيادي  FBSكلسترول بر فعاليت مليتين، از  و

استفاده  ،باشد ميپروتئين، كلسترول و انواع اسيدهاي چرب 
 ،يش هموليتيكي كه به اين منظور طراحي شده بودآزما. گرديد

به  FBSنشان داد كه فعاليت هموليتيك مليتين در حضور 
 5/0از  50HDافزايشاين اتفاق با . يابد شدت كاهش مي
ليتر در حضور  ميكروگرم در ميلي 2ليتر به  ميكروگرم در ميلي

بنابراين در تست . در محيط قابل مشاهده است FBSدرصد  10
MTT براي نشان دادن اثر واقعي مليتين ها سلول، هنگام تيمار ،

 FBSسرطاني، از محيط كشت فاقد  هاي سلولبر مهار رشد 
كه پيش از اين  هايي پژوهشدر حالي كه در  ،استفاده شد

در اين مرحله از پژوهش، از محيط  FBSصورت گرفته بود 
مليتين به طور قابل  50ICبنابراين  و شد كشت حذف نمي
 .يافت توجهي افزايش مي

حيات  بر مليتين اثر ،پيش از اين در مطالعات متعددي
  ).23(شده بود تأييدسلول 
هاي هيدروفوب در ساختار  كه مليتين داراي بخش نجاييآاز 
تواند در ساختار ايجاد  ديده شده كه به راحتي مي ،باشد ميخود 

طي  تواند هاي خيلي پايين مي و همچنين در غلظتمنفذ كند 
هاي خاص كه هنوز مشخص نيست باعث شروع  مكانيسم

كه  سرطاني از آنجايي هاي سلول. آپوپتوز يا مرگ سلولي شود
ثير أبيشتر تحت ت ،مات بيشتر سلولي هستنديداراي تقس

اين موضوع با توجه به نتايج به . گيرند آپوپتوزي مليتين قرار مي
 5و انكسين دست آمده از فلوسايتومتري با پروپوديوم يديد 

  .روشن شده است
مهاري  اثر، MTTدر اين مطالعه نيز نتايج حاصل از تست  

اين اثر مهاري با غلظت . كرد تأييدرا  ها سلولحيات مليتين بر 
به عبارت  .مليتين و مدت زمان انكوباسيون ارتباط مستقيم دارد

با  ،سرطاني هاي سلولروي  ميزان سميت مليتين برديگر، 

به  و يابد تين و مدت زمان اثر آن افزايش ميملي افزايش غلظت
سرطاني  هاي سلولرشد  ،µg/ml 1هاي بالاتر از  در غلظت ويژه

HeLa اين نتايج مطابق با گزارش  .شود به شدت مهار مي
Moon مطالعات ديگري كه پيش  در. )24(باشد ميهمكاران  و

ر زنبو جدا شده از زهر ناز اين صورت گرفته بود نيز مليتي
در شرايط وابسته به غلظت و مدت زمان انكوباسيون، عسل، 
بنابراين  ).26،25(كرد سرطاني را مهار مي هاي سلولرشد 

تواند به عنوان يك  مي) ترين جزء زهر زنبور عسل اصلي(مليتين 
در آينده  ضدسرطاني تحقيقاتتركيب طبيعي مناسب براي 

  .مورد مطالعات بيشتري قرار بگيرد
  گيري نتيجه

زهر زنبور عسل در اين مطالعه مليتين با درجه خلوص بالا از 
كه مليتين  مشخص شدتست هموليتيك با . بومي ايران جدا شد

 جدا شده از زهر زنبور عسل به لحاظ بيولوژيكي بسيار فعال است
 ،باشد ميكه داراي انواع اسيدهاي آمينه، اسيدهاي چرب  FBS و

  MTTتست .كند ميمهار سميت مليتين را تا حد قابل توجهي 
نشان داد كه مليتين در شرايط وابسته به غلظت و زمان  نيز

را مهار  HeLaسرطاني  هاي سلولانكوباسيون، رشد و تكثير 
 .باشد مي ها سلولاثرات توكسيك در اين داراي  و كند مي

هاي اوليه در درمان  تواند به عنوان يافته نتايج اين مطالعه مي
قرار   بررسيمورد تر  گستردهبه طور با مليتين  سرطان دهانه رحم

   .گيرد
 مرتبط به دليل كمبود بودجه هاي روشعدم انجام بعضي از 

از  عدم دسترسي آسان به برخي از كيت ها و مواد مورد نيازو 
  .هاي پژوهش حاضر بودند محدوديت
  اريزسپاسگ

 توكسين انستيتو و ونوم آزمايشگاه دانم از در پايان لازم مي
هاي  و حمايتشائبه  هاي بي پاس همكاريايران به  پاستور

  . تشكر نمايمدر تمام مراحل انجام اين مطالعه دريغشان  بي
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Abstract 

Introduction: Cervical cancer is the second prevalent cancer in developing countries and the sixth prevalent 
cancer in USA. Since conventional treatment methods are associated with detrimental side effects, searching 
for new drugs using natural ingredients is very important. Previous studies have shown that melittin (main 
component of honey bee venom) has anticancer properties along with the effect on cell membrane and 
activation of apoptosis. In this study, inhibitory effects of melittin on the viability and proliferation of 
cervical cancer cell line (HeLa) was investigated. 

Methods: Melittin was purified from honeybee venom using reversed-phase HPLC method. Then, 
biological activity of melittin was examined by hemolytic activity analysis on the red blood cells. In order to 
investigate whether melittin inhibits proliferation of HeLa cell, MTT assay was performed. HeLa cells were 
plated in a 96-well plate and treated with serially diluted concentrations of melittin for 12 and 24 hours. The 
viability of the cells was measured via MTT assay at 540nm. 

Results: Melittin showed a strong hemolytic activity (HD50=0.5 µg/ml) which can be reduced by 
FBS(HD50=2 µg/ml). Results of MTT assay indicated that melittin shows cytotoxic effect on cervical cancer 
cells with IC50 = 1.2 ug/ml at 12h incubation period. 

Conclusion: In this study, biological activity of melittin and inhibitory effect of FBS on hemolysis were 
determined via hemolytic activity analysis. MTT assay indicated that melittin induced cytotoxic effects in a 
dose dependent manner on cervical cancer cells and it also revealed dependence on incubation time as well.  
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