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  (Stichodactyla haddoni) شقایق موکتی هایاز تانتاکلعصاره متانولی  سیتوتوکسیک اثر مطالعه

 سرطان کولون و مغز انسان در شرایط آزمایشگاهی هایلولاز خلیج فارس بر روی رده س
 

 

 
 

  دانشگاه آزاد اسلامی  ،علوم و تحقیقاتواحد دانشکده علوم و فنون دریایی، ، دریازیست شناسیگروه  :*مقدسیزیبا

  ، ایرانتهران

 1395 بهمنتاریخ پذیرش:            1395 آبان تاریخ دریافت:

 

 چکیده

توانند دارای یک منبع قوی های دریایی میزهر شقایقیک جانور ثابت و ساکن اقیانوس است.  Stichodactyla haddoniشقایق موکتی  

 روی از خلیج فارس بر  S. haddoniازشقایق دریایی  شده جدا سم خام کشندگی اثر بررسی مطالعه این از از ترکیبات فعال دارویی باشند. هدف

های شقایق دریایی از جزیره نمونه. بود آزمایشگاهی شرایط در تترازولیوم نمک از استفاده با کولون مغز و سلولی سرطانی هایرده میر و مرگ میزان

های مختلف زهر خام های سرطانی با غلظتها انجام شد. سلولگیری متانولی از تانتاکللارک خلیج فارس از جنوب ایران صید شدند. عصاره

رفتند. نتایج آنالیز آماری نشان داد فعالیت ساعت در معرض قرار گ 24سازی در طی زمان صورت رقیقمیکروگرم به 100-78/0دست آمده از به

زهر خام، مرگ و میر  (.P >001/0) همدیگر داشتنددر همه دوزها فعالیتی مشابه به های سرطانی  تقریبا  های سلولرده ضد سرطانی عصاره روی

های سلولی مختلف زهر خام بر روی ردههای غلظت 50IC های کولون ایجاد کرد. نتیجههای سرطانی مغز نسبت به سلولتری روی سلولبیش

جلوگیری  و شیمیایی عامل یک عنوانبه تواندمی S. haddoni دست آمد. پس  زهرخام( بهمیکروگرم 54/31،  58/6ترتیب )مغز و کولون  به

 .باشد خصوص سرطان مغز مطرحهب سلولی هایرده برای رشد کننده قوی

 

 اثر سیتوتوکسیک، سم خام، حیوانات زهری دریایی، Stichodactyla haddoni کلمات کلیدی:

 ziba_mg2000@yahoo.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه
توانند حاوی منابع تولید شده توسط موجودات آبزی میسموم        

ها برای کاربردهای درمانی توان از آنقوی از مواد فعال باشند که می

و پیشرفت داروهای جدید با منشاء طبیعی استفاده کرد. نتایج مطالعه 

ها در این چارچوب در سه یا چهار دهه گذشته نشان دادند که آن

مانده و تحت بررسی ها ناشناخته باقیردی آنهای عملکهنوز مکانیسم

های گذشته (. در طی دهه2012و همکاران، Morabito باشد )می

های آسیب سلولی زهر مرجانیان مورد ارزیابی قرار گرفته و مکانیسم

 ،تر این ترکیبات پارامترهای اساسی مانند بقاء سلولیبررسی بیش برای

ها مورد آزمایش قرار عملکردی آنهای عملکرد متابولیسم و مکانیسم

مطالعات سیتوتوکسیسیتی  نتایج (.Pane، 2014و  Mariottini) گرفتند

ها قرن فعالیت قوی و مهارکنندگی و در زهر مرجانیان در طی ده

کنند که های سرطانی تائید مینهایت مرگ سلولی را در برابر سلول

برای تولید و پیشرفت های مناسب زهر را برای استفاده از غلظت انسان

داروهای شیمی درمانی )کاهش دادن دوز مصرفی و عوارض جانبی 

(. 2008و همکاران، Soletti کند )ها هدایت میسرطان در درمان ها(آن

 Adcetris، Yondelis، Cytarabine ثلم ضدسرطانی داروهای از سرییک

 شده ازهای قابل توجه و موفق از داروهای مشتق مثال Vidarabin و

طور رایج در بازار مهره دریایی هستند که بهدار و بیجانوران مهره

 شوند.خریداری می

های دریایی متعلق به شاخه مرجانیان و رده آنتوزوآ است. شقایق       

های پروتئینی برای دفاع و گرفتن سم از ایپیچیده ترکیبات جانوران این

نتیجه تولیدات ترشحی ساخته ها کنند که این سمشکار تولید می

 هانماتوسیست نامبه کپسولی یافته تخصص هایسلول گلژی دستگاه در شده

پیچیده و محکم ، ها دارای یک رشته مارپیچباشند. نماتوسیستمی

درون شکار یا های شیمیایی و فیزیکی بههستند که توسط محرک

(. 2012و همکاران، Ramezanpour ) شودافراد مهاجم تزریق می

سموم سیتوتوکسیک مختلفی تولید کنند.  تواننددریایی می هایشقایق

ها دارای فعالیت قوی اند که این پروتئینمطالعات زیادی نشان داده

 اخیرا   های سرطانی انسان هستند.سیتوتوکسیک در برابر سلول

Ramezanpour های اثرات ضدسرطانی زهر شقایق (2012) و همکاران

 H. magnifica, E. quadricolor, C. adhaesivumH. crispaدریایی 

 کردند. گزارش را سرطانی سلولی هایردیف سه ابربر در H. malu و

Monroy-Estrada های فراکشن سینیرژیک اثرات (2013) همکاران و

های روی سلولBunodeopsis globulifera شقایق دریایی  جدا شده از

 و همکاران Soletti .انسان را ثابت کردند شش رسینومایآدنوکا سرطانی

های شقایق های مشتق شده ازنشان دادند که سیتولایزین (2008)

را  دریایی سمیت القا شده توسط دوزهای پایین داروهای شیمیوتراپی

(. برای 2008و همکاران، Soletti  ) دهدبرابرافزایش می 300تا  10

 دریایی شقایق ج فارسمطالعه حاضر از میان حیوانات زهری خلی

Stichodactyla haddoni خانواده از Stichodactylidae  برای جستجوی

 سرطان انسان شامل مغز سلولی خواص ضدسرطانی بر روی دو رده

(87U  )948) و کولونمیکروگرم (SWتواند یک انتخاب  شد که می

در تر منبع قوی از ترکیبات دارویی فعال باشد. بنابراین مطالعه بیش

 برای توانمی کنند کهباره این ترکیبات از آن جهت ضرورت پیدا می

 استفاده کرد. هاآن از جدید داروهای ضدسرطان طراحی

 

 هامواد و روش
های خلیج فارس از های شقایق دریایی از آبنمونه تهیه نمونه:       

متری جزیره لارک در خلیج فارس از جنوب ایران صید شد.  20عمق 

داری شد و به آزمایشگاه ونوم در انیستیتو نگه  -20نمونه در دمای 

 پاستور ایران انتقال داده شد.
 

 
آوری شده از جزیره جمع A  :Stichodactyla haddoni :1شکل 

 ها: تانتاکل Bلارک در خلیج فارس، 
 

در ابتدا نمونه منجمد شده  گیری:سازی نمونه و عصارهآماده       

دمای اتاق ذوب شد و ماده مخاطی ترشح شده برروی سطح دهانی در 

اسکالپل استریل به قطعات کوچک  یک توسط هاتانتاکل گردید. پاک آن

 34گیری گیری آماده گردیدند. به عصارهخورد شدند و برای عصاره

های جدا شده گرم از تانتاکل 16/6به  ٪5لیتر از محلول متانولی میلی

دست آمده در زن مخلوط شدند. مخلوط بهیک هم اضافه شده و با

 12000ساعت انکوبه شد. مخلوط در دور  24درجه برای  4دمای 

گردید. سوپرناتانت  (Sigma 1-14, Germany) سانتریفوژ دقیقه 10 برای

 Alpha 1-2 LD plus, Martin Christ)فریزدرایر دستگاه در

Gefriertrocknungsanlagen Co., Germany ) .در انجماد خشک شد
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دست آمده با آب مقطرتزریقی استریل حل گردید. استوک پودر به

 داری شد. نگه -70محلول در دمای 

دست آمده توسط پروتئین سم خام به غلظت :سنجش پروتئین       

کیت خریداری  دستورالعمل با مطابق (BCA) اسید بیسینکونینیک روش

 گیری شد.اندازه (iNtRON Biotechnology Co. South Korea) شده

 باشد.در شرایط بازی استوار می CU+به  CU+2این روش بر تبدیل 

این واکنش منجر به ایجاد رنگ بنفش تیره با حداکثر جذب در طول 

 (. Smith ،1985) گرددنانومتر می  562 موج

:SDS–PAGE        خام از روش برای تعیین پروفایل پروتئینی زهر

مطابق  (SDS-PAGE)آکریل آمید ژل الکتروفورزیس  دو دسیل سدیم

داخل استفاده شد. زهر خام به Laemmli (1970)با روش استاندارد 

آمیزی بریلینت بلو رنگ کوماسی رنگ با و تزریق ٪12 آمید آکریل پلی ژل

کیلو  250-8شد. برای تعیین وزن مولکولی از یک پروتئین مارکر )

 تون ( استفاده شد.دال

( و مغز 948SW) های سلولی سرطان کولونرده کشت سلول:        

(87U  )های سلولی تهیه گردید. رده ایران پاستور از انیستیتومیکروگرم

با  RPMI 1640 (Gibco Company ،USA)در محیط کشت کامل 

10٪ FBS(Gibco Company, USA)سیلین/ استرپتومایسین پنی ٪1 و

های پاساژ داده های کشت سلول پاساژ داده شدند. فلاسکفلاسکدر 

رطوبت انکوبه  ٪80و  CO2 ٪5درجه و  37شده در انکوباتور با دمای 

 شدند. 

 براساس سنجش مبنای آزمون این در سیتوتوکسیسیتی: روش       

سلولی و  رده مجاورت در مختلف هایغلظت با گذاری عصاره معرض

  MTTاز روش  منظور باشد. بدینمی مرده هایسلول تعداد سنجش

 فورمازان استفاده شد نامحلول رنگ بنفش هایو ایجاد کریستال

(Mosmann ،1983.) 

 هایسلول سنجش درصد برای نخست مرحله در دلیل همین به       

 روش از هاپلیت یافته شده به های انتقالسلول تعداد کنترل برای زنده

های پلبت چاهک در 1×410 تعداد ها بهگردید. سلول استفاده بلو تریپان

میکرولیتر محیط کشت کامل منتقل شدند. بعد  10ای در خانه 96

 میکرولیتر 100(CO2 ٪5 و درجه 37 )دمای انکوباسیون ساعت 24 از

های ها با غلظتریخته شد. سلول چاهک کشت کامل تازه در هر محیط

سازی در صورت رقیقمیکروگرم به 78/0 -100مختلف زهر خام از 

ساعت معرض قرار  24محیط کشت درطی زمان  میکرولیتر 100

 از پس .شد گرفته نظردر منفی کنترل عنوانصفر به غلظت گرفتند.

 را دور هاسلول رویی محلول انکوباسیون، زمان اتمام رسیدن به

بر گرم میلی MTT10٪  (5  میکرولیت 100 چاهک هر به و ریخته

درجه  37 دمای ساعت در 4 مدتو به ریختهلیتر در بافر فسفات( میلی

میکرولیتر الکل  100انکوبه شد و پس از برداشتن محلول رویی 

دقیقه در  10مدت ها در دمای اتاق بهپلیت .گردید اضافه ایزوپروپانل

نانومتر در دستگاه  570 ها در طول موجتاریکی شیکر شدند. جذب آن

 در خوانده شد. درصد مرگ و میر با فرمول زیر محاسبه گردید:الیزا ری

=  درصد مرگ [ 1 −   (
 میانگین OD تست 

  میانگینOD کنترل  
) × 100] 

 

 نتایج
میزان جذب نوری مربوط به زهر با نمودار  سنجش پروتئین:       

استاندارد مقایسه گردید و تعیین مقدار شد. غلظت زهر استخراج شده 

 دست آمد.میکروگرم در میکرولیتر به BCA  ،8با استفاده از کیت 

:SDS–PAGE  نتیجهSDS-PAGE  5  باند جداگانه واضح نشان داد

 ولکی 75تا  11تقریبی از طور و وزن مولکولی پروتئین مشاهده شده به

 (. 2دالتون مشاهده گردید )شکل

 

 
 S. haddoni . پروفایل پروتئینی عصاره متانولی زهر 2شکل

 :A وزن مولکولی مارکر. Bهای : عصاره متانولی از تانتاکلS. haddoni 
 

های ارزیابی فعالیت ضدسرطانی عصاره خام در برابر سلول       

 واریانس برای فعالیت ضدسرطانی زهر خام رویآنالیز  سرطانی:

( نشان داد که  CC( و کولون )BrC) های سرطان مغزردیف سلولی

. (P > 001/0) در همه دوزها فعالیتی مشابه به همدیگر داشتند تقریبا 

 BrCهای های ضدسرطانی زهر خام بین ردیف سلولیمقایسه  فعالیت

داری را نشان ( اختلاف معنی002/0< P) t-testبا آزمون دوطرفه  CCو 

نسبت BrC های سرطانی تری روی سلولو میر بیش مرگ خام، زهر داد.
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ایجاد کرد. براساس آنالیز رگرسیون خطی، مقایسه   CCهایبه سلول

و  BrCهای سلولی دو به دو فعالیت ضدسرطانی زهر خام بین ردیف

CC 2 =944/0( نشان داد را داریمعنی ارتباطR .)یک مکانیسم  نتیجه این

کند. آنالیز رگرسیون خطی ارتباط مرگ و میر مشابه مشخص می

 هایداری بین فعالیت ضدسرطانی زهر خام روی ردیف سلولیمعنی

BrC و CC 754/0 و دوزهای آزمایش شده نشان داد=BrC
2R  ،

791/0 = CC
2R  که مرگ و میر در کند به ایناین شباهت اشاره می

باشد. سلولی سرطان از روندی وابسته به دوز برخوردار میهر دو ردیف 

ساعت بر  24های مختلف زهر خام بعد ازگذشت غلظت 50IC نتیجه

( میکروگرم 54/31، 58/6ترتیب )به CC و BrC  های سلولیردیف روی

غلظت عصاره  افزایش با که دهندنشان می آمده دستبه نتایج آمد. دستبه

 یابد.میهای سرطانی افزایش درهر دو ردیف سلولمیزان مرگ و میر 
 

 
های های مختلف زهر خام بر روی ردیفغلظت S.haddoni .50ICبر اثر زهر خام  SW.948،میکروگرمU 87هایمیانگین درصد مرگ سلول: 3شکل 

داری بین فعالیت ضدسرطانی زهر خام روی باشد. آنالیز رگرسیون خطی ارتباط معنی( میمیکروگرم 54/31، 58/6ترتیب )به CCو BrC سلولی

BrC=754/0( و دوزهای آزمایش شده نشان داد CCو  BrC های سلولیردیف
2R ،791/0=CC

2R( . سرطان مغز (BrCسرطان کولون ،) (CC.) 

 

 بحث
 امروزه تولیدات طبیعی نقش مثبتی در درمان سرطان بازی        

صورت طبیعی کنند. عوامل ضدسرطان استفاده شده در کلینیک بهمی

موجودات  گوناگون مخصوصا یا مشتق شده از تولیدات طبیعی از منابع 

داروهای جدید شیمی درمانی  پیشرفت تحقیق برای وجود دارند. دریایی

تر و با بازده درمانی بالاتر هنوز مهم است. مطالعه با اثرات جانبی کم

طور ضعیف انجام شده های دریایی بهروی پتانسیل دارویی زهر شقایق

 متانولی زهر شقایق بهها در عصاره است. در مطالعات وجود پروتئین

ها ساختار شیمیایی این پروتئین است که شده محرز SDS-PAGE روش

 های مختلف از جمله سرطان مفید باشندتوانند در درمان بیماریمی

(Malve ،2016؛  Cheung R C ،در تحقیق حاضر 2015و همکاران  .)

زهر  باندهای پروتئینی واضحی از  SDS-PAGEنیز با استفاده از روش

 Veerurajکیلودالتون مشاهده شد .  75، 48، 25، 11با وزن مولکولی 

-SDSروشدست آمده بهباندهای پروتئینی به (2007) و همکاران

PAGE   از زهر S. haddoni های ساحلی هند با وزن مولکولی در آب

لعه اطبا مقایسه نتایج م .کیلودالتون را گزارش کردند 63، 82، 103

توان این تفاوت در می( 2007و همکاران )  Veerurajو مطالعه اخیر

ها بیان کرد. فعالیت خاطر تاثیرات اکولوژی بر پروتئینها را بهپروتئین

و  BrCهای سلولی رده ، رویS. haddoniضدسرطانی مشابه زهر خام 

CC 001/0( مطابق با آنالیز واریانس < (P این شباهت قابل ملاحظه ،

نه تنها ممکن است شانسی برای پیدایش یک فراکشن با این ویژگی 

دهد بلکه ممکن هست یک شانس برای پیدا کردن یک عامل ب

یا مانع از سمیت بر روی  ایجاد نمایدتر ضدسرطان با دوزهایی کم

های نرمال شود. نتایج مقایسه دو به دو فعالیت ضدسرطانی زهر سلول

، این دو رده سلولی CCو  BrCهای سرطانی م بر روی سلولخا
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حساسیت متفاوتی در معرض مقدار مساوی از زهر خام از خود نشان 

نسبت به  BrCهای تری را روی سلولدادند. زهر خام مرگ بیش

داری بین فعالیت مقایسه ارتباط معنی با کرد. القا CC سرطانی هایسلول

مکانیسم مشابهی  CCو  BrCسلولی  هایرده خام روی ضدسرطانی زهر

 Actinia equinaجدا شده از  EqTx-II دهند.می را نشان سمیت ایجاد در

های سلولی گلیوبلاستومای برای فعالیت سیتوتوکسیک در برابر رده

 10ساعت از درمان،  24مطالعه شد. بعد از  172Aو U 87 انسان

طور قابل توجهی نشان داد که به EqTx-IIاز میکروگرم/میکرولیتر 

را  172Aو U 87های سیتوتوکسیک بوده و قابلیت زنده بودن سلول

از  میکروگرم/میکرولیتر 10 کاهش داد اما ٪48و  ٪60ترتیب تابه

و Soletti ) کاهش داد  ٪80های نرمال قابلیت زنده بودن را تا سلول

 S. haddoniخامزهر سرطانیضد فعالیت حاضر تحقیق (.2008 همکاران،

های حاصل کند. دادهرا اثبات می U)87) در برابر سرطان مغز انسان

خوانی دارد. هم (2008) و همکاران Solettiاز این تحقیق با نتایج 

Cline زهر خام شقایق دریایی  دادند نشان (1995) همکاران وUrticina 

piscivora  اپیدرموئید های سرطانی از سلول ٪50توانسته است که

های دیپلوئید (، سلول1210L) های لوکمیا، سلولKB)دهانی انسان )

، 54/6ترتیب در مقدارهای ( را به299HEL) جنینی شش انسان

جدا شده از خام  زهر .میکروگرم/میکرولیتر مهار کند 34/2و  07/10

یک  E. quadricolorو   H. malu, C. adhaesivumدریایی هایشقایق

 داشت.  431A ای روی سرطان پوستمهارکنندگی قابل توجهاثر 

ای توجه مهارکنندگی قابل یک اثر C. adhaesivum و  H. maluعلاوه،هب

میکروگرم/میکرولیتر  40 مقداربه سینه ، سرطانD47Tروی رده سلولی

 (1995) و همکاران Cline (.2012 و همکاران،(Ramezanpour  داشت

و جدا شده از شقایق  UpIاثر ضدسرطانی یک پروتئین طراحی شده 

 ٪50را مشخص کرد و نشان داد که رشد  Urticina piscivoraدریایی 

های لوکمیای (، سلولKBهای سرطان اپیدرموئید انسان )از سلول

 های دیپلوئید شش جنینی انسان(، سلول1210L) لنفوشیت موش

(299HELبه ،)74/29و  99/29، 32/40 رهایترتیب در مقدا 

، (2003) و همکاران  Jiangباشد. در مطالعهمیمیکروگرم/میکرولیتر 

 Sagartiaاز شقایق دریایی Src Iشده،  recombinantیک پروتئین 

rosea 50٪ های سلولی انسانی شامل را روی رده فعالیت سیتوتوکسیک

 شش سرطان (،میکروگرم/میکرولیتر 5/3)U)251) آستروسیتوما

(NSCLC) (8/2 سرطان کبدمیکروگرم/میکرولیتر ،) (7402 (BEL-

 -BGC) 823) (، آدنوکارسینومای معدهمیکروگرم/میکرولیتر 6/3)

  سویس NIH های جنین موشی(، سلولمیکروگرم/میکرولیتر 4/7)

(g3T3(NIH/ (4/3 مهار کردمیکروگرم/میکرولیتر ) Avila .و همکاران 

 ندجدا کرد Stoichactis helianthusیک سم از شقایق دریایی  (1988)

 -60HL های لوکمیای میلوسیت انسانکه سمیت را بر روی سلول

 مهار کرد. 

      Fedorov یک پروتئین ضدسرطانی  (2010) و همکاران RTX-A 

زنده بودن  RTX-A جدا کرد. Heteractis crispaاز شقایق دریایی 

 4snu-cو-141JB6 P+C، 1Hela, THP-، 231 MDA-MB هایسلول

 . انسان را کاهش داد

چنین هم Actinia equina دریایی از شقایق EqTX-Iسیتولایزین        

)دیپلوئید شش  -A379-79Vهای یک کاهش در زنده بودن سلول

فیبروبلاست از هامستر چینی( در یک رفتار وابسته به دوز را القا 

دست آمده در این به(. نتایج 1990و همکاران،  Batista) کندمی

را در  S. haddoniچنین فعالیت ضدسرطانی زهر خام هممطالعات نیز 

های سلولی سرطان مغز و کولون ثابت کرد. مطابق با نتایج برابر رده

دست آمده، برای پیدا کردن پتانسیل دارویی با ارزش با فعالیت به

 شود.در مدل حیوانی پیشنهاد می، S. haddoniضدسرطانی از زهر 

خلیج S. haddoni عصاره متانولی زهر شقایق دریایی  بنابراین       

تواند دارای یک عامل ضدسرطانی قوی با فعالیت قابل قبول فارس می

 در برابر دو نوع رده سلولی سرطانی باشد.
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