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   دهيچک
 بـر  ي مبن ـيگزارشات متعدد .د باشنديها مف يماري بيتوانند در درمان برخ يمکل و کبالت يوم، نين مانند واناد يبات فلزات سنگ  يترک :نه و هدف  يزم

 ي دررابطه با اثرات ضد سرطانين مطالعات متعدد  يهمچن .فشارخون وجود دارد    و ضد  ينيانسول ل اثرات شبه  يوم از قب  يبات واناد ي ترک يستياثرات ز 
 ي د-۳و۱ وميف باز اکـسو وانـاد  يب شيترک ينوعنقش  يابيارز مطالعه نيز اهدف ا.  شده است  ي مختلف سلول  يها  رده يوم بر رو  يبات واناد يترک
  . بود ۵۶۲K ي سلولي  ردهي آپوپتوز بر روي و القايمات سلوليدر ممانعت از تقس ي متوکس-۳) ل استاتياست(وم ينو پروپان واناديآم

 ـ وابسته به غلظت ترک۵۶۲K ي ها  سلول ياتيت ح يالزان فع يمشاهده شد که م   ) Assay MTT(ي  با استفاده از روش رنگ سنج      :يروش بررس  ب ي
  طي شـرا ون دري سـاعت انکوباس ـ ۴۸و بـه مـدت   ليتـر   ميگروگرم در ميلـي  ۳۵۰ب تا ين ترکيش غلظت اي با افزايعنيوم مورد استفاده است، يواناد

in vitroـ مطالعـات ب ، اسـت يمور اثرات ضدتويب داراين ترکينکه اي اي بررسيبرا.  مشاهده شديتيسيتوتوکسيرسي اثرات غ  .  انجـام شـد  يشتري
 و۲۴ ،۱۲ وم مورد نظر انتخاب و به مـدت ينادب وايتر از ترکي ل يليکروگرم بر م  ي م ۳۵۰و۲۵۰،  ۱۵۰ يها  غلظت MTTبراساس اطلاعات حاصل از     

 آپوپتوز و ي اثرات القاي دارايتيسيستوتوکيرسي غيها وم در غلظتيب واناديد که ترکاد ها نشان  افتهين يج حاصل از ا   ينتا. دي ساعت انکوبه گرد   ۴۸
  .باشد ي مG1 G/0 در فاز ي سلولي توقف چرخه

وم مورد نظر در يب وانادي آپوپتوز وابسته به غلظت و مدت زمان ترکي القاي  نشان دهندهيتومتري فلوساي لهيج حاصل از آپوپتوز به وسي نتا:ها افتهي
 از ليتـر  گرم در ميلي  ميكرو۳۵۰ون و در معرض يانکوباس ساعت ۴۸ در  درصد۹۶/۳۷ آپوپتوز  ن درصد يشتريب .دوب  يتيسيتوتوکسيرسي غ يها غلظت

  .دوب  G0/G1در فاز  ي سلولي  توقف چرخه ازي حاکي سلولي چرخه يج حاصل از بررسين نتايچن هم .ب رخ دادين ترکيا
 ۵۶۲K ي سـلول ي  ردهي آپوپتـوز بـر رو  ي و القـا يمات سـلول  يتقسممانعت از    اثرات   ي مورد مطالعه دارا   يوم سنتز يباز واناد –ف  ي ش :يريگ جهينت
د مـورد توجـه قـرار    ي جدي ضد سرطانيافتن داروهاي جهت ييدايتواند به عنوان کاند   ياد شده م  يب  يرسد که ترک   يب به نظر م   يترت نيبد. باشد يم
   .رديگ

  يتومتريلوسا، آپوپتوز، في سلولي چرخه ،سنجي روش رنگ ،۵۶۲Kوم، يواناد :يديواژگان کل
  

  مقدمه
غالب شدن ، موجود در درمان سرطان   يها از جمله چالش       
  ي درمـان  يميبات ش ي مقاوم به ترک   ي سرطان يها ت سلول يجمع

  
  
  

افتن ي ـن  يبنابرا .باشد ي م يسرطان يها سلول ي  متداول در توده  
   درمـان يهـا  د جهت افزودن به پرتوکولي جد ييبات دارو يترک
  
  
  

  شناسي، دانشگاه اروميه  شناسي و جنين دانشجوي کارشناسي ارشد بافت -۱
 استاديار دانشگاه اروميه دكتراي تخصصي بافت شناسي،  -۲

 دانشگاه اروميه استاديار، ايمونولوژي دكتراي تخصصي -۳

 



 ۵۶۲Kي سلولي  تي بر ردهسيسيتوتوكسي

 ۹۱، فروردين و ارديبهشت ۷۸ي  ، شماره۲۰ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله

٢۴

 ـ اخيها در سال  .رسد يزم به نظر م    سرطان لا  يبيترک ر توجـه  ي
 ـ ي حاودي جديبات ضد سرطانيافتن ترکي به   ياديز  يهـا  وني

مـورد اسـتفاده در    يفلـز بات ين ترکياول ).۱(  شده است  يفلز
ــ ــي دارويميش ــاتي ترکي ــت يب ــوده اس ــن ب ــذ.  از آه رش يپ

ــپلکس ــا کم ــزيه ــارگ   ي فل ــه ک ــا ب ــوان دارو ب ــه عن  يري ب
 ـ يل س يقب از   ني از پلات  ييها کمپلکس فـت  ايتوسـعه   ن  يس پلات

اد يب  ي ترک ي و کارآمد  يت ضد تومور  يف فعال يطالبته  . )۲و۳(
  ).۱( باشد يشده محدود م

ــ ــا ترکيش  ــيف بازه ــات ماکروس ــط  يکليب ــه توس ــستند ک  ه
 که مـورد    ييف بازها يش. شوند يل م ي تشک ي تراکم يها واکنش

 يحاو (يا  چهار دندانه  يگاندهايرند عموماً ل  يگ يمطالعه قرار م  
ــم ن ۲ ــروژن و يات ــس۲ت ــم اک ــواقع )ژني ات ــه ۵ يو در م  دندان
 ـ ۲حداقل  . باشند يم  ـنـه شـده در ا     ي کئورد يهـا   از اتـم   م ات ن ي
گـر  ينـه د ي کئورد يهـا  ، اتـم  تـروژن هـستند   ي ن يها گاندها اتم يل
 ـگـوگرد و     ژن،ياکس تروژن،يتوانند ن  يم  ـيا ترک ي  از هـر سـه      يب

 يها  با استخلافديل آلدهيسيها از واکنش سال سالن ).۴( باشند
ه ي ـن مـورد نظـر ته  ي آم ـي بنـزن و د  ي   حلقه يگوناگون بر رو  

 يهـا  يژگ ـيگانـد و ي ليها بر رو وجود استخلاف  )۵( شوند يم
ر قـرار  ي سالن را تحـت تـأث      يها ت کمپلکس ي و حلال  يالکترون

 عمـدتأ بـا اتـصال عامـل         ي فلـز  يهـا  کمـپلکس  .)۴( دهد يم
ارو را بـه محـل       د يثرؤم ـ به طور    يون فلز يک به   يتوتوکسيس

 يگانـد سـالن حـاو     ي با ل  ييها  کمپلکس .ندينما يعمل حمل م  
ها به  ن کمپلکسياند که اتصال ا    ه شده يکبالت و مس ته    منگنز،
DNA     و شکسته شدن DNAها به اثبات  ن کمپلکسي توسط ا

 ـدر ا. )۶( ده اسـت  يرس  گانـد ي بـا ل ي کمپلکـس  اثـر ن مطالعـه ي
 .رد مطالعه قرار گرفتمو k562 يسلول ي  ردهيوم بر رويواناد

 بـه نـام   خـون  سـرطان  ي جدا شـده از نـوع   ي سلول ي  ن رده يا
CML ـ دچار جهش   ن سرطان ياان به   يشتر مبتلا يب .دباش يم  ا ي

 ـدر ا. ا هـستند ي ـلادلفي موسوم به کرومـوزوم ف    يکير ژنت ييتغ ن ي
 ۲۲ از کرومـوزوم     ي وقسمت ۹ از کروموزوم    يکروموزوم قسمت 

 کـه  يشـوند هنگـام    يجـا م ـ  گر جابـه    يکديشکسته شده و با     

 متـصل  ۲۲ بـه کرومـوزوم      ۹ کرومـوزوم    ي  قسمت جدا شـده   
 ـ تغ۲۲که کروموزوم   شود، يل م ي تشک bcr-ablشود ژن    يم ر يي
 .)۷( نــدمنا يا مــيــلادلفين حالــت کرومـوزوم ف يــافتـه را در ا ي

 در سـطح  يا به صورت گـسترده  وم  يواناداب  يبات فلز کم  يترک
 ـمـواد ر  بات به عنـوان يرکن تيا). ۸( ستا  ع شدهين توز يزم  زي
 ؛)۹و۱۰( سـت  از جانوران مطرح شده ا     ييها  گونه يبرا يذمغ

 در  يب ضـرور  ي ـک ترک يعنوان   ن عنصر به  يهرچند که نقش ا   
 يگزارشـات متعـدد  . )۱۱و۱۲( ده اسـت  يانسان به اثبات نرس ـ   

ل اثـرات شـبه   ي ـوم از قبيبات وانـاد ي ترکيستي بر اثرات ز   يمبن
 ـاخ ).۱۲( ود دارد و ضد فـشار خـون وج ـ      ينيانسول را توجـه  ي

 وم شـده اسـت    يبـات وانـاد   ي ترک يسرطان به اثرات ضد     ياديز
 بـر  يا در مطالعـه وم  ي واناد ي اثرات ضد سرطان   ن بار ياول. )۱۱(

 مـورد  ۱۹۸۴ سرطان پـستان القـا شـده در رت در سـال        يرو
 سرطان القـا    يبه نحو جالب توجه   ). ۱۳(ش قرار گرفت    يآزما

ــده ــا تغذ در رتش ــ ب ــه رژ روزي هي ــان ــذاي ــاوييم غ   ي ح
 ـمـورد پ اناديوم و سولفات، گرم در ليتر     ميلي ۲۵  قـرار  يريشگي

وم يبات وانـاد ي ترکي اثربخشي مطالعات بعد).۱۴ (ه است گرفت
 ـاز قب انسان   ي سرطان يها  مختلف سلول  يها  رده يرا بر رو   ل ي

 ـکل) ۱۸ (يلوسم ،)۱۶و۱۷(نه  يسرطان س  ،)۱۵( سرطان کبد   هي
 ـتلي اپ يهـا  و سـلول   )۲۱( هضيب )۲۰( تخمدان ،)۱۹( ) ۲۲(ال  ي

 اثرات ضـد    يوم دارا ي مختلف واناد  يها کمپلکس .نشان دادند 
 ـ بيسرطان  نـسبت بـه   In vivo و In vitroط ي در شـرا يشتري
 يهدف داروها  ).۲۳( آن دارند  يتي چهار و پنج ظرف    يها نمک

 ـتکث  از يري جلـوگ  ي درمان يميش  ـ ي هـا در     سـلول  ي  هي ـرو ير ب
 ـ.باشـد  ي بدن ميها اندام از ي مشخص يها بافت اکثـر  ن ي همچن

 ي تومـور يهـا   آپوپتـوز در سـلول    يمنجر به القا  بات  ين ترک يا
ر کـه بـه منظـور        حاض ي   مطالعه ن ما در  يبنابرا .)۲۴( شوند يم

 ـ ترکي اثرات ضد سرطان  يبررس ف بـاز اکـسو   يش ـد ي ـب جدي
 -۳) ل استات ياست(وم  ينو پروپان واناد  ي آم ي د -۳و۱" وم  يواناد

 و  يم سـلول  ي اثرات ممانعت از تقس    ياقدام به بررس  ،  "يمتوکس
   .مياد شده، نموديب ي آپوپتوز ترکيالقا
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٢۵

   بررسيروش 
ــا      ــورت   ي ــه ص ــه ب ــن مطالع ــي ــيک بررس  در ي تجرب

 ي  مطالعـه . ه انجام گرفت  ي اروم يست و فناور  ي ز ي  پژوهشکده
 ـ لغا۱۳۸۸ ماه از آذر ماه      ۱۰مزبور به مدت    بـه  ۱۳۸۹ت مهـر  ي

  .ديطول انجام
 ي د-۳و۱"  مورد مطالعه وميف باز اکسو واناديشب يترک) لفا

ــاد  يآم ــو پروپــان وان ــتات ياســت(وم ين  ي متوکــس-۳) ل اس
)C19H20N2O5V( " دانـشگاه  يمي باشد کـه در بخـش ش ـ  ي م 

  .)۱شکل ( سمنان سنتز شده بود
 DMSO ,PBS,ن مطالعه شـامل ي مواد مورد استفاده در ا)ب

,MTT ,RNase ,FBS, RPMI :ــر ــ از ش گما يکت س
 ـ   يداريخر ت ي ـس از ک  ي تـست آپوپتـوز    ين بـرا  ي شـد، همچن

Annexin-V-PI      که از شـرکت GIBCO(USA) ـ خر   يداري
 ـ درصد مورد اسـتفاده ن ۷۰الکل اتانل. دي استفاده گرد  ،شد ز از ي

 مورد استفاده در    PIن  يهمچن  شد، يداري خر MERKشرکت  
 به صـورت    يتومتري در مطالعه با فلوسا    ي سلول ي  ن چرخه ييتع
 (.Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, U.S.A)  از شـرکت تيک

  سـاخت  مورد اسـتفاده يتومتريدستگاه فلوسا  و    شد يداريخر
  .آلمان بودPartec شرکت 

   مطالعـه شـده  ي سـلول ي رده:  و کشت سلول  ي سلول ي   رده )ج
۵۶۲ k  (Human Leukemia Cell Line)   بود، کـه از بانـک
ط يها در مح ـ   ن سلول يا.  شد ياردي خر (NCBI)ران  ي ا يسلول

 ي گــاوينــي ســرم جندرصــد۱۰ ي داراRPMI -۱۶۴۰کــشت
(FBS)  ـي واحـد بـر م  درصـد  ۱/۰ نيو انـسول  - L  وتـر يل يل
 تريل يليکروگرم بر م  ي م ۱۰۰ رواتيم پ يسد گرم، ۳/۰ نيگلوتام

 ۱۰۰ن و يليس يتر پن يل يلي واحد در م   ۵۰ل  ها شام  کيوتيب يو آنت 
  ين در انکوبـاتور بـا دمـا       يسيرپتوماتر است يل يليکروگرم بر م  يم

 کـشت و پاسـاژ داده    درصـد CO۵ ۲ گراد و ي درجه سانت۳۷
  . تومتر انجــام شــدي بــا هموســايشــمارش ســلول. شــوند يمــ

   زنـده بـا رنـگ      يهـا  ها ابتـدا درصـد سـلول        آزمون يدر تمام 
  .  بـود درصـد  ۹۵ يد کـه همـواره بـالا    ي ـن گرد ييپان بلو تع  يتر

وم مـورد  يف باز وانـاد  ي ش ي سلول ي تهيسيتوتوکسي س يابيارز )د
 ـتوتوکسي سـنجش اثـر سا  به منظـور  :مطالعه  ـا يته سـلول يسي ن ي

بـر  ن روش يا.شداستفاده  MTT Assay باز از روش -فيش
وم ي ـل نمـک تترازول   ي زنـده در تبـد     يهـا   سلول يياساس توانا 

 ابتـدا در  .)۲۵(نـامحلول بنـا شـده اسـت       محلول به فورمازان  
 ـ بـه م   يا  خانه ۹۶ت  يپل ون يتـر از سوسپانـس    يکرولي م ۱۰۰ زاني

؛ خته شديرط کشت کامل ي سلول در مح۵۰۰۰۰ ي حاويسلول
 يهـا   رقـت  يط کشت کامـل حـاو     يتر مح يولکري م ۱۰۰سپس  

 ـ ترک يتميلگار  بـاز مـورد مطالعـه حـل شـده در            -فيب ش ـ ي
DMSO )ييغلظت نهاDMSO  يط کـشت در تمـام  يمح در 

 .گـشت افه  اض ـ ها به چاهک )  درصد بود  ۱/۰ز  کمتر ا ها   آزمون
ــترتن يبــد ــاي ــ  در چاهــکييب رقــت نه ــا۲۵ن يهــا ب  ۴۰۰ ت

هر رقت در سـه چاهـک از      .شدم  يتر تنظ يل يليکروگرم در م  يم
 هر رقت سه بـار تکـرار در نظـر       ي و برا  ديگردت سنجش   يپل

ط کـشت   ين سه چاهک شامل سلول و مح ـ      يهمچن. گرفته شد 
و در سه چاهـک از  . کامل به صورت کنترل در نظر گرفته شد     

 –ف يسه بـا ش ـ  ي مقا ين برا يسيکنترل مثبت داگسوروب  - يارود
 سـاعت در   ۴۸ت هـا بـه مـدت        يپل. استفاده شد باز مورد نظر    

   وCO2  درصـد ۵گـراد و اتمـسفر     ي سـانت  ي   درجه ۳۷ط  يشرا
 ـپـس از پا    .انکوبـه شـدند   رطوبت    درصد ۹۵  يهـا  ان زمـان  ي

 ـ    MTTتـــر از محلــــول  يکرولي م۲۰ ون مقـــدار يانکوباســ
هـا اضـافه کـرده و        به چاهک ) PBSتر  يل يلير م گرم د  يلي م ۵(

 رنـگ فورمـازان   يهـا  ستالي ـون کري ساعت انکوباس ـ۴پس از  
تـر  يکرولي م ۱۰۰ها با افـزودن      توپلاسم سلول يجاد شده در س   يا

DMSO    شدت رنگ توسـط دسـتگاه       . شد  به هر چاهک حل
ــالا ــزا ري ــوج  ي ــول م ــت گرد ۴۹۰در در ط ــانومتر ثب ــ ن   .دي
کشت فاقد سـلول بـه عنـوان بلانـک          ط  يها از مح   کنترل يبرا

 ـزا ر يدستگاه الا    ط کـشت همـراه سـلول بـدون    يدر و از مح ـ   ي
 از  يغلظت (۵۰IC. دارو به عنوان کنترل سلول زنده استفاده شد       

   رشـد سـلول را نـسبت بـه کنتـرل      درصـد ۵۰دارو است کـه    
ــاهش مــ ـ ــد يکـ ــاز طر) دهـ ــيـ ــيون غيق رگرسـ   يرخطـ
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  . محاسبه شـد    رشد سلول در برابر غلظت مشتقات      يها يمنحن
 ي  لهيوم به وس ـ  ي باز واناد  -ف  ي از ش  ي ناش آپوپتوز يبررس) ـه
 يون سـلول ياز سوسپانستر يل يلي م۱ابتدا  :Annexin- PIت يک

 ـتـر در پل يل يل ـيسلول در م   ۵× ۱۰۵ معادل  يا  خانـه ۶ يهـا  تي
  درصد۱۰ همراه هبط کشت کامل يتر محيل يلي م۲ مقدار  ،ختهير

FBS  ـترک ي  در ادامه . دي گرد ها اضافه   به چاهک   –ف  يش ـ بي
 ۳۵۰ و   ۲۵۰،  ۱۵۰ يهـا  بـا غلظـت     مورد مطالعـه   وميباز واناد 

هـا در   سـلول  .گشتها اضافه  تر به چاهکيل يليکروگرم بر م يم
 ـپـس از پا    .انکوبـه شـدند    ساعت   ۴۸ و   ۲۴،  ۱۲ سه زمان  ان ي
 PBSليتر    ميلي ۲ خانه را با     ۶ يها تيون ابتدا کف پل   يانکوباس

 ي رو عيمـا . شـد وژ  يفي سانتر rpm/min۲۰۰۰  با ،شستشو داده 
تـر  يکروليم ۱۰و سـپس بـه مقـدار    شـد  ختـه   يهـا دور ر    نمونه

Annexin  ي و رو  يکيقه در تـار   ي دق ۳۰ به مدت    ، اضافه کرده 
ليتـر     ميلـي  ۱  مقـدار  زمـان ن  ياپس از گذشت     .شدخ انکوبه   ي

PBS  ي  لهيهـا را بـه وس ـ      ها اضافه و به سرعت نمونه      به نمونه 
   .دي گرديابيارز يتومتريسادستگاه فلو

ر غلظت يتحت تأث k ۵۶۲ يها  سلول ي سلول ي  ز چرخه يآنال) و
وم مـورد   ي بـاز وانـاد    -فيتـر از ش ـ   يل يل ـيکروگرم بر م  ي م ۱۵۰

 با FBS  درصد۱۰ط کشت همراه يتر محيل يلي م۲ابتدا   :مطالعه
 ـترکتـر از  يل يل ـيکروگرم بر م ي م ۱۵۰غلظت   و   نظـر ب مـورد ي

  درصـد  ۱۰ط کشت همـراه بـا       يتر مح يل يليم ۲زان  ين م يهمچن
FBS  يبر اساس کارها  ( تريل يليگرم در م  کرويم ۲/۰  با غلظت 

عنـوان    بـه  نيسي دوگسوروب ي از دارو  )۲۶()يصورت گرفته قبل  
پـس از   ،   انکوباتور قرار داده شد    ر ساعت د  ۲۴به مدت    کنترل

  دو بـار بـا دور  ، شـده يآور ها جمـع  ون سلولينکوباساان يپا

rpm/min ۱۰۰۰    سـپس   وژ شـده،  يفيقه سانتر يدق ۱۰به مدت
  هــا بعــد از شستــشو بــا   ســلول.ختــه شــدي دور ريــيرو عيمــا
ــيم ۱۰ ــر يل يل ــسPBSت ــدون کل ــم و مني ب ــورت يزي ــه ص م ب

ک لولـه  ي ـون بـه  ين سوسپانس يسپس ا . ون در آمدند  يسوسپانس
وژ يفي سـانتر يط قبلي منتقل و دوباره با همان شرا    يفالکون خال 

   دري و پـلاک سـلول      شـد  ختـه ي دور ر  ييرو عي، سپس ما  شدند

 ـگرد مانده ورتکـس     يع باق يتر ما يکروليم ۲۰ بـه  در ادامـه     .دي
 .شـد  سـرد بـه آن اضـافه        درصـد  ۷۰تر اتانول   يل يليم ۱ يآرام

 يگراد برا ي سانتي  درجه۴ ساعت در ۲۴سپس نمونه به مدت 
بعـد از   .  شـد  ي نگهـدار  Resolutionبه دست آوردن حداکثر     

وژ يفيقـه سـانتر  ي دق ۵در   rpm ۳۰۰۰ نه را با دور   نمون زمان   يا
  تـر يکرولي م ۵۰و  شـد   ختـه   ي را دور ر   يـي رو عيسـپس مـا    .شد

RNA ase تر ازيکرولي م۵۰ و PI    بـه آن اضـافه و بـه مـدت   
هـا بـا      نمونـه  تيدر نها  .گشت اتاق انکوبه    يقه در دما  ي دق ۳۰

 . قرار گرفتيابيمورد ارز يتومتريدستگاه فلوسا

   ســه قــلامــون لاآزهــر  در تمــامي مراحــل :يز آمــاريآنــال )و
ــد و داده  ــرار ش ــار تك  ــ ب ــاي ب  ــ هه ــده ب ــت آم ــورت هدس    ص

 ـه و تحلي ـجهـت تجز . بيان شـدند  انحراف معيار    ±ميانگين ل ي
ــال داده ــا از روش آن ــز واريه ــهيانس ي  و )ANOVA (ي کطرف

 HSDطور مخفف    ه که ب  يقيآزمون اختلاف حق   (يآزمون توک 
 ـرداسـتفاده گ ) شـود  يده م ينام هـا سـطح    يدر تمـام بررس ـ . دي
م ين ترسي در نظر گرفته شد، همچن   P>۰۵/۰ها   دار آزمون  يمعن

انجـام  ) ۲۰۰۷ ي  نـسخه  (Excelافـزار     نرم ينمودارها در فضا  
  . گرفت

  
   ها افتهي

ب ي ترک يتيسيتوتوکسي اثر سا  يج حاصل از بررس   ينتا )الف     
ــاديســنتز ــر روي وان ــه روشk562 يوم ب  :MTT Assay  ب

وم محلـول بـه     يل نمک تترازول  ي تبد ين روش بر مبنا   يا ساسا
باشـد   ي زنده م  يها سلول يتوکندريمفورمازان نامحلول توسط    

جـاد شـده   يشدت رنـگ ا    . رنگ است  ي ارغوان  حاصل رسوب
   خانــه۹۶ يهــا تيــکروپليدر در ميــزا ريــتوســط دســتگاه الا

هـا    زنده در چاهک   يها تعداد سلول . گرفتقرار   يابيارزمورد  
 در ارتبـاط    يون سـلول  ي سوسپانس يا جذب نور  ي ODزان  يبا م 

 ـمدهـد کـه    يدست آمـده نـشان م ـ   هج ب ينتا. است  ـزان حي ات ي
ــا ۲۵ يهــا  غلظــتي در محــدوده K ۵۶۲ يهــا ســلول  ۷۵ ت

 سـاعت   ۴۸ پـس از     ومي کمـپلکس وانـاد    تريل يليکرگرم بر م  يم
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 ـ بـر مـرگ و م      يا ر قابل ملاحظه  ياثون ت يانکوباس هـا   ر سـلول  ي
 ـهـا دچـار مـرگ و م       زمان به بعد سلول    از آن  ي ول شت؛ندا ر ي
ليتر   ميكروگرم در ميلي   ۳۵۰ ،۲۵۰ ،۱۵۰ يها در غلظت  .نددش
 ـ سـاعت بـه ترت     ۴۸هـا تـا       سلول يزان بقا يم  ۸۰ و۸۵ ،۹۰ب  ي

   ييصورت نمـا   ها به   سلول يزان بقا يپس از آن م    .ديرس  درصد
ــاهش  ــتايک ــ .ف ــور هب ــه  يط ــمک ــاي ــلوليزان بق ــه  س ــا ب   ه

 درصد ۳۰و ليتر    گرم در ميلي    ميكرو ۳۸۰لظت   در غ   درصد ۵۰
ــت  ــي ۴۰۰در غلظ ــرم در ميل ــر  ميكروگ ــليت ــابرا .ديرس ن يبن
 ۳۵۰ يهـا  وم مورد مطالعه تا غلظـت    يف باز واناد  يکمپلکس ش 

 In vitro ک دريتوتوکـس يفاقد اثرات س ليتر گرم در ميلي ميكرو
ف بـاز   يب ش ي نشان داده شده است که ترک      ن مطالعه يدر ا  .دوب 

 ۵۰IC۳۶۰ با کيتوتوکسي اثرات س  يوم مورد مطالعه دارا   ينادوا
 ـ دوگسوروب يبـرا  ۵۰ICتـر و    يل يليکروگرم در م  يم  ۳۷۵ نيسي
ز تا غلظت   ين ن يسيدوکسوروب .باشد يتر م ي ل يليکروگرم در م  يم

 را نـشان  يرات مـشابه يي تغيالگو ليتر گرم در ميلي   ميكرو ۳۵۰
ف ي، کمپلکس ش  رن مقدا ياز ا  بالاتر   يها  در غظت  يدهد ول  يم

 يهـا   در درصد سـلول    يردا يموجب کاهش معن   وم،يباز واناد 
  ).۱نمودار ( گردد يزنده م

  

  
   . ساعت۴۸در K562 هاي   سلولي متوکسي و دوگسوروبيسين بر روي بقا- ۳ )استيل استات(دي آمينوپروپان واناديوم - ۳و۱اثرات : ۱نمودار 

  .ها نيز سه بار تکرار شده است  تمامي آزمونآورده شدهنگين  ميا ± بر اساس انحراف معيارها تمام آزمون
  

OD ×100 کنترل/OD  ا زنده يسرعت بقا درصد  =۱- نمونه
  سلولماندن 

مـار  ي تيهـا   سـلول ي چرخه سلول  يج حاصل از بررس   ي نتا )ب
 يتومتريوم توسـط دسـتگاه فلوسـا      ي بـاز وانـاد    -فيشده با ش  

 ـاز ترک  ليتـر   گرم در ميلـي     ميكرو ۱۵۰غلظت   بـاز  –ف  يب ش ـ ي
 ي  ز چرخـه  ي آنال ي ساعت برا  ۲۴مار  يوم در مدت زمان ت    يواناد
کل ين زمان توقـف س ـ    يدر ا .  مورد استفاده قرار گرفت    يسلول

 در  مـار ين ت ين ا يهمچن. ده شد ي د G۰G/۱ ي   در مرحله  يسلول
 ـ به نيسي داگسوروبيدارواس با يق  موجـب  يدار يصورت معن

-۳ ينمودارهـا  (گردد يم G۰G/۱ ي  در مرحله يشتريتوقف ب 
۲، ۲-۲، ۱-۲(.  
مـار شـده بـا    ي تيها  آپوپتوز سلول  يج حاصل از بررس   ي نتا )ج
 يدر ط ـ : يتومتري توسـط دسـتگاه فلوسـا      Annexin-PIت  يک

ن از سـطح  يل سـر يديا آپوپتوز فـسفات ي شده يزير مرگ برنامه 
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شـود کـه     ي سـلول منتقـل م ـ     ي غـشا  ي به سطح خارج   يداخل
Annexin  يد در سطح خارج سلول ن موجو يل سر يدي به فسفات 

ص داده  ي تـشخ  يتومتريو توسـط دسـتگاه فلوسـا      شده  متصل  
قطعـه قطعـه شـده هـسته      DNA ز بـه ي نPIن يهمچن. شود يم

 دسـتگاه  ص توسـط يقابل تـشخ  مرده متصل شده و   يها سلول
ــا ــ يتومتريفلوس ــد يم ــودار  .باش ــوز  ) ۳(در نم ــد آپوپت درص
ار شـده  م ـيوم تي بـاز وانـاد  -في را که با ش ـ   K562 يها سلول

 ساعت  ۴۸و۲۴،۱۲که در سه زمان      .، مشخص شده است   است
 و ۲۴/۸±۰۱/۱ب يتر به ترتيل يليکروگرم بر مي م۱۵۰در غلظت 

ــت ۰۵/۰±۵۲/۰ ،۷۶/۰±۰۳/۵ ــر ي م۲۵۰ و در غلظ ــرم ب کروگ
و  ۹۵/۲۳±۲/۳ ،۱۱/۷±۷۷/۱ و ۶۶/۰± ۱۳/۰ بيتر به ترتيل يليم

و  ۷۷/۰±۰۵/۰ بيترت تر به يل يليکروگرم بر م  ي م ۳۵۰در غلظت   
نمـودار  [) ۳نمـودار   ( .باشـد  يم ۱۱/۳۴ ۵۴/۲± ،۸۸/۴±۴۷/۲۳

 ])۴-۱( ،)۴-۲(، )۴-۳ (۴ يتومتريفلوسا

  

    
)۳-۲( )۲-۲(   )۱-۲(  

   بدون تيماربه عنوان شاهدK562  هاي چرخه سلولي سلول) ۲- ۱ساعت، شکل۲۴ نمودارهاي آناليز چرخه سلولي بعد از :۲نمودار 
 باز – تيمار شده با ترکيب شيف K562هاي  چرخه سلولي سلول) ۲- ۳ تيمار شده با داروي داگسوروبيسين K562هاي  چرخه سلولي سلول) ۲- ۲

  ليتر ميکروگرم بر ميلي ۱۵۰واناديوم با غلظت 
  

  
  

   پروپان واناديوم اک اک دي آمينو- ۳,۱ هاي مختلف غلظت  تحت تاثير K562ي هاي آپوپتوز شده  ميانگين درصد سلولي مقايسه: ۳نمودار 
  ) ساعت۲۴ (٭٭)>P ۰۵/۰( ،) ساعت۴۸ (٭) >۰۵/۰P(متوکسي - ۳) استيل استات(

٠ 
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باشد و  ميAnnexin ها،X که در اين نمودارها محور  Annexin-PIاز طريق کيت k562هاي  تعيين فلوسايتومتري آپوپتوز در سلول) ۴( نمودار
  . باشد دهد که بدون تيمار با ترکيب واناديوم مي  را نشان مي k562هاي کنترل  سلول) ۴- ۱(نمودار . دهد  را نشان ميPIها، Yمحور 

) ۴- ۳(نمودار  . ساعت۴۸ در زمان µ g/ml۳۵۰با غلظت  ) C19H20N2O5V( تيمار شده با ترکيب واناديوم k562هاي  سلول) ۴- ۲(نمودار 
  . ساعت۴۸در مدت زمان  µ g/ml۲/۰ روي وگسوروبيسين با غلظت  تيمار شده با داk562هاي  سلول

 :ربع سمت راست پايين، هاي نکروز شده سلول :ربع سمت چپ بالا، ها در مراحل انتهايي آپوپتوز سلول :ربع سمت راست بالا: ۴ي نمودار  راهنما
  هاي زنده سلول :ربع سمت چپ پايين، ها در مراحل اوليه آپوپتوز شده سلول

  

  حثب
 ي و القـا   ي اثـر ضـدتومور    يابي ـن مطالعـه ارز   يهدف از ا       

 " O۵N۲H۲۰V۱۹Cوم  ي وانـاد  ي بازها -في از ش  يبي ترک آپوپتوز
 -۳) ل اسـتات  ياست(وم آک آک    ينو پروپان واناد  ي آم ي د – ۳و۱

 بـا  MTTروش جـاد شـده در    يشـدت رنـگ ا    . دوب  "يمتوکس
ن يقع ا در وا . ، متناسب است   فعال يتوکندري م ي دارا يها سلول

هــا بعــد از   ســلولير و بقــايــزان تکثيــن ميــي تعيروش بــرا
مـورد اسـتفاده قـرار    ک يتوتوکسيقرارگرفتن در معرض مواد س  

 يدهد کـه بقـا   ي نشان مMTTج حاصل از   ينتا .)۲۷( رديگ يم
وم يوابــسته بــه غلظــت کمــپلکس وانــاد K ۵۶۲ يهــا ســلول

وم ي از کمـپلکس وانـاد      بالاتر يها  که غلظت  يطور به. باشد يم
 ـ ب کيتوتوکـس ي اثرات س  يمورد مطالعه دارا    نـسبت بـه     يشتري

هـا بـه وضـوح       ي بررس . هستند بين ترک ي ا تر نيي پا يها غلظت
ــشان داده ــپلکس  ن ــه کم ــد ک ــادان ــا غلظــتوم يوان ــذکور ت    م

 مــشخص  اثــرات  يداراليتــر  گــرم در ميلــي   ميكــرو ۳۵۰

 غلظـت  شيبـا افـزا   .باشـد  يم ـن In vitro  درکيتوتوکـس يس
   غلظـــت يوم مـــورد مطالعـــه بـــه بـــالايکمـــپلکس وانـــاد

 ييبه صورت نمـا   ها   ات سلول يح ليتر  گرم در ميلي    ميكرو ۳۵۰
 يضد سـرطان  يذاتشتر اثرات ي مطالعات بيبرا .ابدي يکاهش م 

 ـ مطالعـات ب   وم مـذکور،  يوانادکمپلکس    ـ يشتري ا اسـتفاده از     ب
م در گر  ميكرو۳۵۰  و۱۵۰،۲۵۰(ک يتوتوکسيسر يغ يها غلظت

 ي کـشندگ افتن ساز و کـار يمنظور  به .دي گرد يطراح )ليتر  ميلي
مـار بـا    يپس از ت   K ۵۶۲ ي سلول ي  چرخهز  يآنالن کمپلکس   يا

 DNA يمحتـوا دار   يمعن کاهش   .ب فوق الذکر انجام شد    يترک
نـشانگر کنـد شـدن رشـد      ي سلولي از چرخه  G۰G/۱در فاز   

براساس  .دباش يم اد شدهيب ي ترکيريرات ضد تکثث و ايسلول
ــا ــاينت ــ ترکج م ــف ب O۵N۲H۲۰V۱۹Cب ي ــتوق  را در يشتري

 ـ دوگسوروب ي نسبت به دارو   يل سلو ي  چرخه عنـوان   بـه (ن  يسي
 از جملـه    ،سختهي ـرشـد لجـام گ    . دهـد  ينشان م ) کنترل مثبت 

 که يباتين ترکيباشد و بنابرا ي مي سرطانيها  سلوليها يژگيو

 )۴- ۳(نمودار  )۴- ۲(نمودار  )۴- ۱(نمودار 
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 اثرات  يدارا د،ن بگرد ي سرطان يها ر سلول يموجب کاهش تکث  
 ـبـر اسـاس ا     .د بود ن سرطان خواه  ي بر رو  ي درمان ي  بالقوه ن ي

احتمـالاً بـه    K ۵۶۲ يهـا  توان حدس زد کـه سـلول      يج م ينتا
 يدامـه بـرا   در ا  .رونـد  يش م ـ ي شده پ  يزير سمت مرگ برنامه  

 ـ آپوپتـوز  (ي مرگ سـلول ي وهيششتر  يمطالعات ب   زا )نکـروز ا ي
مـشخص نمـود کـه      ج ما ينتا.  استفاده شد  يتومتريز فلوسا يآنال

 ـ PIن مثبـت و     يآنکس(ک  ي آپوپتوت يها سلولدرصد    بـا   )يمنف
بـر  . ابدي يش م يافزا،  ونيمدت زمان انکوباس  ش غلظت و    يافزا

گرم در  ميكرو ۳۵۰ به ۱۵۰ش غلظت از يج، با افزاين نتايطبق ا
 بـه  آپوپتوزدرصد   ساعت،۴۸ به   ۱۲ون از   يو انکوباس  ليتر  ميلي

 ـب. فته است ايش  ي افزا يدار يطور معن  ن درصـد آپوپتـوز     يشتري
گـرم     ميكرو ۳۵۰ (کيتوتوکسيسر  ين دوز غ  يدر بالاتر القا شده   
 . بوده است درصد۹۶/۳۷مار ي ساعت ت۴۸از  پس) ليتر در ميلي
 ـ  مـرگ سـلول    يو آپوپتوز دو روش مجـزا     نکروز    .باشـند  يم
 مهـم   يهـا   از روش  يکي ير سلول يز و تکث  يهمانند تما  آپوپتوز

گردد و هرگونه اختلال در آن منجر  يسوب م  مح يکنترل سلول 
عنـوان   آپوپتـوز بـه   . )۲۸( شود يها م   سلول يعير طب يبه رشد غ  

 ي در صورت  .شود يز خوانده م  ين ي شده سلول  يزير مرگ برنامه 
ط يجــاد شــراي باعــث ااختلال گــردد،نــد دچــارين فرآيــکــه ا

. گـردد  يمن م ياختلالات خود ا   و    سرطان لياز قب  ،يکيپاتولوژ
مـن  ي آپوپتوز در اخـتلات خـود ا       يعير طب يش غ يس افزا بالعک

بــر خــلاف  .)۲۸-۳۱( شــود يده مــيــدز ديــو و ايــنورودژنرات
ــوز، ــروز  آپوپت ــرگ پاتولوژنک ــم ــودهي ــلول ب ــ،ک س  ي در ط

 و يپرترميهـا  ،يپوکـس يل هي ـد به سـلول از قب   ي شد يها بيآس
 .)۳۲و۳۳( دهـد  ي رخ م ـ  ين نوع مرگ سلول   يا ،يسموم خارج 

 يهمگ ي و هورمون درماني درمانيميش ،ياپوتري راديها روش
 .شـوند  ي م ي سرطان يها  در سلول  آپوپتوزند  ي فرآ ي القا موجب

 ـب يدوزهادر البته به کار بردن    ـ از اشتري  موجـب  بـات ين ترکي
 .)۳۴(شـود    يهـا م ـ   ر روش يق سا ي از طر  يمرگ سلول سرطان  

-فيش دهد که ير نشان مض حاي دست آمده از مطالعه   هبج  ينتا
ممانعـت از    اثـرات    ي مـورد مطالعـه دارا     يوم سـنتز  يادباز وان 

 K ۵۶۲ ي رده سـلول ي آپوپتوز بر روي و القايمات سلول يتقس
 نشان داده شـده    يدر مطالعات قبل   يطور جالب توجه   به .است

 بـه طـور    )ومي واناد  از کمپلکس  يبيترک (Vo(acac)2است که   
ــيترج ــر رو يح ــلول يب ــا س ــوريه ــ فعالي داراي توم ت ي

در معرض قـرار گـرفتن      . )۳۵( رديگ يم  بالا قرار  يکيتيکوليگل
 ـآمون با   MCF7 يها سلول  ي منجـر بـه القـا    اتوانـاد وم مونو ي

 منجـر بـه     اد شده يب  ي ترک وشود   ي وابسته به غلظت م    آپوپتوز
ــف ــتوق ــهدار ي معن ــلولي  چرخ ــراکم ي س ــات و ت ن در يکروم

 ـ غيهـا   در غلظـت مـار ي تحـت ت   يهـا  سلول ک يتوتوکـس يس ري
ن يها در بـالاتر    ن سلول ي در ا  آپوپتوزن درصد   يترشي ب .گردد يم

در حـدود   )  ميكرومـول  ۲۵۰( آن   کيتوتوکـس يسار  ي ـغغلظت  
وم يبات وانـاد  ين ترک يهمچن .)۱۶و۱۷(بوده است     درصد ۵/۴۲

ــوز يباعــث القــا ــب  در ســرطانآپوپت  .)۲۱ (ســتشــده اضه ي
طـور   وم بـه  ينـاد ابات و يدهند که ترک   يمطالعات گذشته نشان م   

 ـز تکث  ا يدار يمعن  ي انـسان  ي هپاتومـا  ۲HEPG يهـا  ر سـلول  ي
 بـر  يزياثـرات نـاچ   يدارابات ين ترکي ااما. کنند ي م يريجلوگ
  در آغازياساسر يدو مس .)۳۶( دنباش ي کبد ميعي طبيها سلول

 شـامل   ير داخل يا مس ي ييايتوکندرير م يمس. جود دارد و آپوپتوز
 ي اســت کــه منجربــه آزادســازيا ژهيــ ويهــا ني پــروتئيالقــا

 ي درون تـوال   يع ـيطـور طب    مرگ که به   ي   القاکننده يها نيروتئپ
»  مرگيها رندهيگ«روش  در .شود يها قرار دارند، م   يتوکندريم

ــ ــسي ــارجيا م ــصال ير خ ــديل، ات ــوديهاگان ــ از طري خ ق ي
 )TNF يهـا  رنـده ي گ ي  دهاخـانو ( ي سـطح سـلول    يهـا  رندهيگ

 يمي ش يداروها عمده   .)۳۲و۳۳( گردد يموجب آغاز آپوپتوز م   
ر عوامل محرک مرگ    يک و سا  ي ژنوتوکس يها ، استرس يدرمان

ا يــ ير داخلــيق مــسيــ آپوپتــوز از طري موجــب القــايســلول
در مطالعات گذشته مشخص شـده       .)۳۷( گردد ي م يتوکندريم

تواند منجـر    ي م 2 Vo(acac) وم مانند يبات واناد ياست که ترک  
وابـسته بـه    هـا بـه صـورت        يتوکنـدر يت م ياختلال در فعال  به  

 دي تولمنجر بهوم يبات واناديبه علاوه ترک . گردد ت و زمان    غلظ
از  Cتوکروم ي ســـشيو رهـــا ژني آزاد اکـــسيهـــا کــال يراد
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 از  آپوپتـوز  موجب آغـاز   Cتوکروم  يس .گردد يها م  يتوکندريم
 ـ .)۳۸(شـوند    ي م ييايتوکندرير م يمس  ي مطالعـات رو   ني همچن
م اثـرات  يدهـد کـه وانـاد    ي نـشان م ـ   ي مختلف سـلول   يها رده

 ين فسفاتاز سلوليروزيق ممانعت ت  ي خود را از طر    يضدتومور
ن اثـرات  يا. کند ينازها اعمال ميکن يروزي تيساز ا بر اثر فعال ي

شوند که  يگنال مي انتقال سيرهاي مسيخود منجر به فعال ساز
 ژن متوقـف کننـده      يسـاز  ا فعـال  ي آپوپتوزمنجر به   ت  يدر نها 

دهد که  ين نشان ميچنر هميمطالعات اخ .)۳۹( شوند يتومور م 
 يهـا   سـلول  ي بـر رو   آپوپتـوز  يوم باعث القا  ي واناد يها نمک

 ـ  ـ تولقيــاز طردرم مــوش  ياپ ر يدروژن و ســايــد هيد پراکــسي
 P53  ژنيفعــال ســازق يــژن از طري آزاد اکــسيهــا کــاليراد

 ـ P53 .)۲۲( گردد يم و  يسـلول  ي ک ژن سـرکوبگر چرخـه  ي
 ـتعم ي  کننـده ميتنظ ـ در  .)۴۰(شــد با يم ـ آپوپتـوز  و DNA ري
 يبرارا ل لازم يپتانساد شده يب يرسد که ترک يت به نظر مينها
   . باشد ي دارا مدي جدي ضد سرطانيداروهاد يتول
  

  گيري نتيجه
   يهـا   سلوليدهد که بقا   ي نشان م  MTTج حاصل از    ينتا     

  

۵۶۲ Kيطـور  به. باشد يوم ميوابسته به غلظت کمپلکس واناد 
 يوم مورد مطالعـه دارا    يکمپلکس واناد  از    بالاتر يها که غلظت 
ن ي ا تر نيي پا يها  نسبت به غلظت   يشتري ب کيتوتوکسياثرات س 

ر نـشان  ض ـ حاي دست آمده از مطالعه هبج  ي نتا .باشد يب م يترک
 ي مـورد مطالعـه دارا     يوم سـنتز  يبـاز وانـاد   -فيشدهد که    يم

 ي آپوپتـوز بـر رو  ي و القـا يمات سلوليممانعت از تقس اثرات  
 ـينهادر  .باشد يمK ۵۶۲ يل سلوي رده رسـد کـه    يت به نظر م
 ـ تول يل لازم را بـرا    ياد شده پتانـس   يب  يترک  ضـد  يد داروهـا ي

  . باشد يد دارا مي جديسرطان
  

  تقدير وتشكر 
 ي، جناب آقا  ي دکتر ابطح  يجناب آقا  سندگان مقاله از  ينو     
 ي  ن پژوهـشکده  يولومـس  و  وحـدت جاهـد    ي آقا فر و  ينيحس

 ـ اي اجـرا  دره   ک ـ ،هيم ارو يست فناور يز  ـ پاني   مـا را ان نامـه ي
  . کنند ي مي، قدردانت کردنديحما
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Background and Objective: Compounds of heavy metals such as vanadium, nickel, and cobalt can be useful 

in treatment of many diseases. There are several reports on the biological effects of vanadium compounds 

including insulin-like action and reduction of hypertension. A number of studies on vanadium have shown its 

promising ability to inhibit cancers in a variety of malignant cell lines. The goal of this study was to examine 

the anti-proliferative and apoptosis-inducing characteristics of some newly synthesized shifft-based 

vanadium (VOLComplex:C19H20N2O5V) on K562 leukemia cells. 

Materials and Methods: The MTT results show that the K562 cells viability is sensitive to the Vol complex 

in a concentration dependent manner. It was evident that the VOL complexe, up to a dose of 350 µg/ml, were 

non-cytotoxic in vitro after 48 hours of incubation time.  In order to investigate if the Vol complexe have just 

anticancer effect, we designed further studies with non-cytotoxic doses of the complex.  Based on the cell 

viability data, the concentrations of 150, 250, and 350 µg/ml of the VOL complexe were selected to treat the 

K562 cells for 12, 24, and 48 hr to induce apoptosis. 

Results: The results of apoptosis analysis and flow cytometric examination show that exposure of the K562 

cells to non-cytotoxic dosses of the VOL complex leads to induction of apoptosis in a dose- and time-

dependent manner.  The highest level of apoptosis (37.96%) occurred after 48 hr of treatment in response to 

350 µg/ml of the Vol complex.  Moreover, the cell cycle analysis shows that the VOL complex induces a 

G0/G1 arrest.  

Conclusion: Our findings indicate that the Vol complex, even at a non-cytotoxic dose, has an apoptosis 

inducing effect, and that it is capable of arresting the affected cells in the G0/G1 phase of the cell cycle.  

Taken together, based on their role on induction of apoptosis and cell cycle arrest, VOL complexes may have 

the potential for being included in an anti-cancer drug discovery program in the near future. 
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