
  
                                       امير محمودزاده و همكاران                  760

   767 تا 760، 12، شماره 70، دوره 1391 اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

  

  
   سرطان معدهيها  آن بر رشد سلولري تاثي از زهر زنبور عسل و بررسنيتي مليجداساز

  
  

  
   2و1امير محمودزاده

 2و1حنانه زرين نهاد، *1علي مرادي
  2كامران پوشنگ باقري
  3پوريا قاسمي دهكردي

 2، دلاور شهباززاده4مهدي مهدوي
  1 شاهمراديرضاحميد

  
ملل، دانشگاه  الني بسيپردگروه بيوشيمي،  -1

   راني ازد،ي ،ي صدوقدي شهيعلوم پزشك
 قاتي مركز تحقن،يونوم و توكسگروه  -2
  .راني پاستور، تهران، اتوي انست،يوتكنولوژيب

 ،ي دانشگاه آزاد اسلام،يگروه دامپزشك -3
  .رانيشهركرد، ا

 پاستور، تهران، توي انست،يشناس روسيگروه و -4
  .رانيا
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

دانشگاه  خيابان شهداي گمنام،، يزد: نويسنده مسئول*
 ، دانشكده پزشكي،علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد

  0351-8202633: فنتل                    .گروه بيوشيمي
E-mail: morady2008@gmail.com 
 

  

 يهـا  جـا كـه روش     از آن . باشـد  ي م ـ رانيها در سراسر جهان و ا       سرطان نيتر عي از شا  يكيسرطان معده   : زمينه و هدف  
 بـه منظـور     قـات ي هستند، امروزه تحق   ي و عوارض جانب   ي به صورت تهاجم   ي درمان يمي و ش  ي مانند جراح  جي را يدرمان

 دي اس ـ 26 با   نيتي مل دي از سم زنبور عسل، پپت     لعه مطا نيدر ا . اند تيز اهم يتر حا   كم ي با اثرات جانب   يعي طب باتي ترك افتني
 قـرار  ي معـده مـورد بررس ـ  ي سـرطان يهـا   سلولري زنده بودن و تكثزاني آن بر م   ري شد و تاث   صي و تخل  ي جداساز نهيمآ

  .گرفت
 C18و با استفاده از ستون  (RP-HPLC) فاز معكوس - بالايي با كاراعي ماي توسط كروماتوگرافنيتيابتدا مل: روش بررسي

 قرمز نسبت يها  گلبولي بر روكيتي تست هموللهيوس ه بنيتي مليكيولوژي بتيفعال. ديج گرداز زهر زنبور عسل استخرا
 (AGS) معـده رده   ي سرطان يها  سلول ري بر زنده بودن و تكث     نيتي مل ري تاث يجهت بررس . دي گرد ي بررس نيتيبه استاندار مل  

Human Gastric Adenocarcinoma Cellsــلول ــا ، س ــه در پليه ــ مربوط ــه96 تي ــا    خان ــدند و ب ــشت داده ش   ك
 ـ مـرگ و م زاني و مماري ساعت ت  12 و   6 يها  در زمان  نيتي مختلف مل  يها غلظت   يهـا بـه روش رنـگ سـنج      سـلول ري

MTT ( (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- diphenyltetrazolium bromide دي گردنيي نانومتر تع540 در طول موج.  
 زيآنـال . دهـد  ي م ـ لي را تـشك   هزهـر مـورد مطالع ـ    % 50 نيتي مشخص نمود مل   RP-HPLC كروماتوگرام حاصل از   :اه  يافته

 ـتيآزمـون هول  .  نمود ديي خالص بودن آن را تا     SDS-PAGE توسط   نيتيفراكشن مل   ـي نـشان داد مل    كي  اسـتخراج شـده     نيت
 بـالاتر   يها  در غلظت  نيتي داد مل  شان ن MTTآزمون  . دهد ي از خود نشان م    )µg/ml5/0=50HD( يي بالا كيتي همول تيفعال
 و مدت زمان نيتي وابسته به غلظت ملي اثر مهارنيا. كند ي معده را مهار مي سرطانيها  به شدت رشد سلول  µg/ml2از  

  .باشد ياثر م
 نيچن مه. باشد ي سرطان معده م   يها  مهار كننده قدرتمند رشد سلول     نيتي پژوهش نشان داد كه مل     ني ا جينتا: گيري  نتيجه

  .ابدي ي مشي و مدت زمان اثر، افزانيتي غلظت ملشي با افزاي اثر مهارني اديمشاهده گرد

  . فاز معكوسيكروماتوگراف، سرطان معده، نيتيمل :كليدي كلمات

 
  
زهر زنبور عسل در پزشكي سنتي شرقي همواره به عنوان دارويي           

چنـين   يد و هم  يچون آرتريت روماتو   لفي هم هاي مخت  در درمان بيماري  
  1و2.گرفته است ش دردهاي عضلاني مورد استفاده قرار ميـت كاهـجه

  
هـا، پپتيـدها و      چـون آنـزيم     تركيـب متفـاوت هـم      18اين ماده حاوي    

 زنبور هاي موجود در زهر   ترين پپتيد   مهم. باشد هاي بيولوژيك مي   آمين
 باشند و  انوله كننده ماست سل مي    مليتين، آپامين، آدولاپين و پپتيد دگر     

.  اشـاره نمـود    A2تـوان بـه فـسفوليپاز        هاي موجود در آن مـي      از آنزيم 
عسل از هيـستامين و   زنبور هاي فعال بيولوژيكي زهر چنين از آمين  هم

 مقدمه

 

  767 تا 760هاي  ، صفحه12 شماره،70دوره،1391اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  مقاله اصيل

    25/09/1391:     تاريخ پذيرش06/06/1391: يافت مقالهتاريخ در                  چكيده
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 اسـيد   26يـك پپتيـد      (Melittin) مليتين 3و4.شود نفرين نام برده مي    اپي
ترين تركيب موجـود   اشد و اصلي ب پاتيك مي  اي، كاتيونيك و آمفي    آمينه

 درصـد وزن    50 تا   40 مليتين   5.گردد عسل محسوب مي   زنبور در زهر 
 را تشكيل داده و مقدار ترشح آن در زهر بـسته بـه             زنبور خشك زهر 

مينه موجود در سـاختمان     آ اسيد   26از  . تغذيه و نژاد زنبور متغير است     
گريز بوده در     آب مدهبه طور ع  مينه انتهاي آمين پپتيد     آ اسيد   20مليتين  

 تـا   21مينـه   آاسيدهاي  (مينه انتهاي كربوكسيل آن     آحالي كه اسيدهاي    
ايـن سـاختمان دوگانـه دوسـت بـه          . باشند دوست مي  تر آب  بيش) 26

هـا را    مليتين امكان واكـنش بـا غـشاهاي فـسفوليپيدي و تخريـب آن             
   5و6.دهد مي

ز ايـن  تاكنون خواص مختلفي براي مليتين گزارش شده است كه ا   
ويروسي، ضد التهابي و ضد      توان به اثرات ضد ميكروبي، ضد      قبيل مي 

هـاي سـرطاني     هـاي اخيـر مهـار سـلول         در سال  7.سرطاني اشاره نمود  
كبد و ريه توسط زهر زنبور عـسل و مليتـين گـزارش              تخمدان، سينه، 

 علاوه بر اين، مطالعات نشان داده است كه اثرات سـمي            8و9.شده است 
هاي طبيعـي بـدن      تر از سلول   هاي سرطاني بسيار بيش    لن بر سلو  يمليت
 سـرطان معـده دومـين سـرطان كـشنده و      2000 در سـال     10.باشـد  مي

 هـزار   650ساليانه  . چهارمين سرطان شايع در سراسر جهان بوده است       
. گـردد  مي مورد جديد آن گزارش      880000مرگ در اثر اين بيماري و       

 در  11.باشـد   حال توسعه مي   حدود دو سوم اين موارد در كشورهاي در       
هــا قــرار دارد و  ايــران ســرطان معــده در رتبــه دوم ابــتلا بــه ســرطان

ترين سرطان در ميان مردان و سـومين در ميـان زنـان محـسوب                شايع
نواخت نبوده، بـه    پراكنش اين بيماري در سراسر كشور يك      12.گردد مي

هـاي   انتـرين و اسـت     هاي شمالي و شمال غربي بيش      اي كه استان   گونه
 جراحي، شيمي درماني و     13.باشند ترين آمار ابتلا را دارا مي      مركزي كم 

هاي مورد استفاده در درمـان سـرطان معـده            راديوتراپي از جمله روش   
تر موارد به علت تـشخيص در مراحـل          گردند كه در بيش    محسوب مي 

هـايي   چنـين روش   گردند و هـم    پيشرفته بيماري، با شكست مواجه مي     
   14. داراي عواقب جانبي زياد هستندتهاجمي و

هاي درماني موجـود نيـاز بـه اسـتفاده از            با توجه با معايب روش    
هاي نوين به ويژه تركيبات طبيعي موجود در طبيعت          تركيبات و روش  

 لذا در   ،گردد در كنترل و درمان سرطان معده بيش از پيش احساس مي          
سل بـومي ايـران بـر       ع ـ زنبـور  اين مطالعه اثر مليتين جدا شده از زهر       

   .هاي سرطاني معده مورد بررسي قرار گرفت تكثير سلول

  
  

 ليتري، اسـتون  (TFA) دي اس ـ كيفلورواسـت  ي مطالعه تـر   نيدر ا  :مواد
(ACN) ،(MTT)ــمت ي، د ــسالي ــانيو تر (DMSO) دي سولفوك ــو از پ  بل

 و مـواد مـورد   (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) گمايشركت س
 و نيليس ي، پنRPMI 1640 كشت طي محلياستفاده در كشت سلول از قب

ــاسترپتوما ــسي و ترFBS ن،يسي  ,Gibco-BRL) بكــوي از شــركت گنيپ

Paisley, UK)ـ گرديداري خر   معـده  ينوماي آدنوكارس ـيهـا  سـلول . دي
 ـ پاسـتور تهـران خر  توي انـست ي از بانـك سـلول  AGS رده   يانسان  يداري
 شگاهي در آزما(In vitro) يشگاهيه حاضر به صورت آزمامطالع. ديگرد

 ي ط ـ 91 تـا بهـار      90 پاستور تهران از تابستان      توي انست نيونوم و توكس  
  . دي انجام گردريمراحل ز
 زهر  يآور  جمع يكي زنبور عسل به كمك دستگاه شوك الكتر       زهر

 منظور صـفحه    ني به ا  15.دي گرد هي ته Bentonزنبور و مطابق با پروتكل      
 كندو قـرار داده شـد كـه         ي در برابر ورود   يا  دستگاه به گونه   يا شهيش

 ي كه قصد ورود به كندو را داشتند مجبور به فـرود بـر رو              ييزنبورها
 دنيپـس از رس ـ   . شـدند  ي م ـ مي شده از س   دهي پوش يا شهي صفحه ش  نيا

 ـ صفحه به تعداد مناسب، جر     ي موجود بر رو   يزنبورها  يك ـي الكتر اني
 ـ عـسل در پاسـخ بـه ا        يهـا زنبور. دير گرد ها برقرا  مي در س  يفيضع  ني

 يك ـي بلافاصله اقدام بـه گـزش صـفحه الكتر         في ضع يكيشوك الكتر 
 ـ صـفحه ش   يزهر در معرض هـوا بـه سـرعت بـر رو           . نمودند  يا شهي

 و بـه    دهي صفحه تراش ـ  يگردد و پس از خشك شدن از رو        يخشك م 
  . دي منتقل گردشگاهيآزما

 زهـر . گردد ير وارد نم   به زنبو  يبي آس چي ه يريگ روش زهر  نيدر ا 
ــده در آب د ــاستحــصال ش ــترزهيوني ــ حــل گردلي اس ــس از دهي  و پ

 HPLC بـه دسـتگاه      قي آماده تزر  كرومتري م 2/0 لتري توسط ف  ونيلتراسيف
  .ديگرد

 ـي مل ي جداسـاز  جهـت  :RP-HPLC توسط   نيتي مل يجداساز  از  نيت
 ,Knauer, Berlin) فـاز معكـوس   - بـالا يي با كـارا عي مايكروماتوگراف

Germany) با پمپ K-1000ابي، رد UV 2550 مدل (Knauer, Berlin, 

Germany)ستون،يتريلكروي م20 لوپ ،ي كننده دستقي، تزر  C18 (100 

C18, 250×4.6 mm, Knauer, Berlin, Germany, Eurosfer)افزار   و نرم
 جـاد ي بـا ا يجداسـاز .  استفاده شـد Chrom Gate version 3.3.2 زيآنال

 ـآب د .  انجام شد  B و   A محلول    دو ني ب انيگراد % 05/0 ي حـاو  زهيوني

  بررسيروش
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TFA    به عنوان محلول A05/0 ي خالص حـاو ليتري و استون %TFA  بـه 
صـفر   ي خط بي ش نيتي مل ي انتخاب و جهت جداساز    Bعنوان محلول   

 ـ اعمـال گرد   قـه ي دق 60 به مـدت     B درصد محلول    60تا    يخروج ـ. دي
  . دي رصد گردنومتر نا214ستون در طول موج 

ــان خــ ــيمل (Retention time)روج زم ــتاندارد نيت ــه كمــك اس  ب
 ي و فراكشن آن به صورت دست      نيي تع گماي شده از شركت س    يداريخر

-SDS خلـوص بـه كمـك        ديي شدن و تا   زهيليوفي و پس از ل    يآور جمع

PAGE ـ غلظت گرد  نيي، تع   ـ و جهـت انجـام آزما      دهي          در ي بعـد  شاتي
C

º 20-شديردا  نگه .   
 از  يكي  استخراج شده،  نيتي مل كيتي همول تيل فعا يبه منظور بررس  

 است مربوط به    دهي گزارش گرد  نيتي كه تاكنون در رابطه با مل      يخواص
 ـفعال( قرمـز خـون      يهـا   گلبـول  زي در ل  نيتي مل ييتوانا  ـتي همول تي ) كي

 مطابق با پروتكـل     كيتي همول تي آزمون فعال  ق،ي تحق ني در ا  16.باشد يم
AL-Badri17.دي انجام گرد  

 قـه ي دق 10 (وژيفي سانتر لهيوس ه ب نهيها از خون تازه هپار     تيتروسيار
rpm 3000 ( جدا و با بافر فسفات(PBS)سپس رسوب .  شستشو شدند

ــول ــا گلب ــز يه ــه (RBC) قرم ــه گون ــ رقPBS در يا  ب ــ گردقي ــا دي  ت
 ـ ته ونيسوسپانـس .  حاصل شـود   RBCاز  % 2 ونيسوسپانس  شـده بـه     هي
)  به هر خانـه    تريلكروي م 100(خانه تخت    96 تي پل كي خانه از    هشت

 ـي شده مل  قي رق ياليظت سر ل غ هشتمنتقل و با     ، 5/0،  1،  2،  4،  8 (نيت
بـه  . دنـد ي گرد مـار يت) تـر يل يل ـي در م  كروگرمي م 625/0،  125/0،  25/0

   تـون ي بـا ترا   مـار ي بـا ت   RBC از همان مقدار     يعنوان كنترل مثبت و منف    
X-100 و PBSاستفاده شدبي به ترت  .  
 مثبت  يها  و كنترل  شي مورد آزما  يها  نمونه يخانه حاو  96 تيپل
C  در انكوباتور  يو منف 

º 37    ساعت قرار داده شد و پس از        دو به مدت 
 از µl 60 و) rpm 3000 قـه ي دق10( شـده  وژيفي مـدت سـانتر  ني اانيپا

 ـ منتقل گرد  يگري د تيها به پل    از خانه  كي هر   ييمحلول رو   ـم. دي  زاني
 نـانومتر  450 در طـول مـوج   (Optical Density, OD) هـا  مونهجذب ن
. دي گرديريگ  اندازه(Biotech, EPOCH, USA) دري رتيكروپليمتوسط 

 با كنترل مثبـت از رابطـه        سهيها در مقا    نمونه كيتي همول تيدرصد فعال 
  : محاسبه شدريز

  OD([100كنترل منفي-ODكنترل مثبت(/)ODكنترل منفي-ODنمونه([=درصد هموليتيك
 Mean±SDها به صورت      و داده  دهيرار گرد  بار تك   سه شي آزما نيا

  .اند دهي گردانيب

 Human Gastric معـده  ينوماي آدنوكارس ـيها سلول : سلولكشت

Adenocarcinoma Cells (AGS)كـشت  طي در مح ـ RPMI 1640ـ   ي غن
 ـ %10شده با     ـ(FBS) ي گـاو ني سرم جن  واحـد در  10000 نيليس ـ ي، پن

C  در انكوبـاتور   تـر يل يل ـي م گرم در  يلي م 10 نيسي و استرپتوما  تريل يليم
º 

هـا بـه رشـد        سـلول  دنيپـس از رس ـ   .  كشت داده شـد    CO2% 5 با   37
 به كف فلاسك كـشت سـلول بـه كمـك            دهي چسب يها  سلول اسب،من

 جـدا شـده و بـا        EDTA% 1/0 و   نيپـس ي تر مي آنز 25/0 يمحلول حاو 
   .دندي بلو شمارش گردپاني با تريزيآم رنگ

 جهـت : MTT به كمك    AGS ياه  بر رشد سلول   نيتي اثر مل  يبررس
 ـ با جمع  AGS يها  سلول MTTانجام آزمون     سـلول در هـر      4×104 تي

 سـاعت در  24خانه تخت منتقـل و بـه مـدت        -96 يها تيخانه به پل  
C  در CO2انكوباتور  

º 37 ـپـس از پا   .  شدند يدار  نگه   مـدت زمـان     اني
 25/0 و   5/0 ،1 ،2 ،4 ،8( مختلـف    يهـا  ها با غلظت    سلول ونيانكوباس

 ـيمل) تريل يلي م در كروگرميم  مـار ي سـاعت ت   12 و   شـش  بـه مـدت      نيت
  . دنديگرد

 تـر يكرولي م20 وني مدت زمان انكوباس ـ   اني از پا  شي ساعت پ  چهار
 نيدر ا . ديها اضافه گرد    از خانه  كي به هر    mg/ml5/2 MTT از محلول 

 ـ زنـده اح   يها  توسط سلول  MTTروش نمك     و بـه رسـوب بـنفش        اي
شـدت رنـگ    . گـردد  ي م ـ لي تبـد  (Formazan)رمـازان   و به نام ف   يرنگ
  .  داردمي زنده ارتباط مستقيها  با تعداد سلوليديتول

هـا   تيپل)  ساعت 12 و   شش( وني مدت زمان انكوباس   اني از پا  پس
 دور يـي  روعي و مـا وژيفيسـانتر ) rpm 3000 قـه، ي دق10 (طيتحت شرا

 بـه  µl100 DMSO فورمـازان   يجهت انحلال رسوب رنگ ـ   .  شد ختهير
 540ها اضافه و شدت نور جذب شده در طول مـوج             م از خانه  هر كدا 

 به عنوان   نيتي نشده با مل   ماري ت يها از سلول . دي گرد يريگ نانومتر اندازه 
 ـ روابط ز  از .دي استفاده گرد  يكنترل منف   محاسـبه درصـد اثـر       ي بـرا  ري
  : استفاده شدAGS يها  بر رشد سلولنيتي مليبازدارندگ

  
A) % Viability= (OD sample/ OD negative control)× 100 
B) % Inhibition= 100- Viability 

  
 ـ بار تكرار گرد   سه قي تحق ني انجام شده در ا    شاتيتمام آزما   و  دهي

 ـ ب Mean±SDها بـه صـورت       داده  سـطح   زهـا يدر تمـام آنال   .  شـدند  اني
افـزار   نمودارها با استفاده از نرم    .  در نظر گرفته شد    >05/0P يدار يمعن

SigmaPlotرسم شدند 11يراست  و.  
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بر اساس كرومـاتوگرام حاصـل از       : نتايج حاصل از كروماتوگرافي   

مـورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه توسـط           ه زهر زنبور عـسل      نآناليز نمو 
 در طول C18 ستون با RP-HPLC (Knauer, Berlin, Germany)ستگاه د

. گ و كوچك مـشاهده گرديـد       نانومتر بيش از صد پيك بزر      214موج  
. پيك اصلي در كروماتوگرام قابل تشخيص بود      20از اين تعداد حدود     

زمان خروج مليتين با استفاده از استاندارد تهيه شده از شركت سيگما،            
   . تعيين گرديد42دقيقه 

آوري  با مشاهده آغاز خروج آن از سـتون بـه طـور دسـتي جمـع               
  درصــد50 در حــدودين كــشن مليتــاســطح زيــر منحنــي فر. گرديــد

كل تركيبات زهر زنبور عسل بود كه اين موضوع مطابق بـا            %) 85/49(
ــسل    ــور ع ــر زنب ــين در زه ــزان مليت ــورد مي ــشين در م گزارشــات پي

  ). 1شكل  (18و19.باشد مي
گونه كه در تصوير ژل الكتروفـورز مـشخص اسـت مليتـين              همان

ــصي اســتخراج شــده اســت  ــدون ناخال ــين پــس از . ب ــشن مليت  فراك
  % SDS-PAGE15 وص آن با ژل ـده و خلـزه گرديـلييآوري ليوف عـجم

 پس از تعيين غلظت، مليتين جهت اسـتفاده در      ). 2 شكل (تاييد گرديد 
Cآزمايــشات بعــدي در 

º 20-يتيــك  فعاليــت همول.داري گرديــد  نگــه
هـاي قرمـز و آزادسـازي         گلبول ليتين از طريق تخريب غشاء    م: مليتين

 نـانومتر   450ايش جـذب نـور در طـول مـوج           هموگلوبين موجب افز  
اي  تواند به عنـوان نـشانه      از اين افزايش شدت جذب نور مي      . گردد مي

   .از ميزان فعاليت ليزكنندگي مليتين باشد
بر اساس نتـايج حاصـل از آزمـايش هموليتيـك انجـام شـده در ايـن                  

و 25/0ين يهـاي بـسيار پـا    مطالعه، مشاهده گرديـد مليتـين در غلظـت      
 ليتر فاقد فعاليت چشمگيري بوده در حـالي        ميكروگرم در ميلي   125/0

 داراي فعاليـت هموليتيـك      بـه طـور كامـل     هـاي بـالاتر      كه در غلظت  
هـاي قرمـز در       گلبـول  %50غلظتي از مليتين كـه باعـث ليـز          . باشد مي

 برابـر   (HD50)شـده اسـت     ) X-100ترايتـون   (مقايسه با كنتـرل مثبـت       
µg/ml5/0  1 نمودار(تعيين گرديد.(   

ميزان اثر مهاري مليتـين     : توسط مليتين  AGSهاي   مهار رشد سلول  
.  تعيين گرديـد   MTT به روش    (AGS)هاي سرطاني معده     بر رشد سلول  

هـاي سـرطاني     بر اساس نتايج حاصل، مليتين باعث كنترل رشد سلول        
  به طور اعت ـ س12 و ششان ـاين اثر مهاري در هر دو زم. شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 .نانومتر 214 موج طول در C18 ستون با RP-HPLC دستگاه توسط مطالعه اين در استفاده مورد عسل بومي ايران زنبور زهر نمونه آناليز از حاصل كروماتوگرام: 1 شكل

 هايافته
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   767 تا 760، 12، شماره 70، دوره 1391 اسفندمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران،  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  . غلظت آنشي با افزانيتي ملكيتي همولتي فعالزاني مشيافزا: 1 نمودار

  
  
  
  
  
   . فراكشن مليتين)SDS-PAGE 15%(آناليز الكتروفورزي : 2 شكل

  
  درصـدي  50غلظتي از مليتين كه موجب مرگ       . باشد  مشهود مي  كامل
 و  µg/ml2/1  سـاعت  شش براي   (IC50)هاي سرطاني شده است      سلول

  ).2 نمودار(باشد   ميµg/ml1 ساعت برابر 12در 
هاي  مندي بر رشد سلول    دهند مليتين اثر قدرت    اين نتايج نشان مي   

اين اثر مهاري با افـزايش غلظـت   . دهد عده از خود نشان مي  سرطاني م 
  . يابد ها با آن افزايش مي مليتين و مدت زمان تيمار سلول

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .(AGS)هاي سرطاني معده  هاي مختلف مليتين بر رشد سلول اثر غلظت: 2 نمودار

  
  

دا شده از زهـر زنبـور       اين پژوهش به منظور بررسي اثر مليتين ج       
گرچـه  .  انجام گرديد  AGSهاي سرطاني معده رده      عسل بر رشد سلول   

هـاي سـرطاني     اين گزارشاتي مبني بر مهـار انـواعي از سـلول           پيش از 
ه شـده اسـت     يارا) مليتين(توسط زهر زنبور عسل يا تركيب اصلي آن         
 (AGS)هاي سرطاني معده     ولي گزارشي در رابطه با اثر مليتين بر سلول        

  . توسط مجريان اين مطالعه مشاهده نگرديده است
نتايج حاصل از آزمايشات انجام شده در ايـن مطالعـه بـه خـوبي               

. باشد هاي سرطاني معده توسط مليتين مي      دهنده مهار رشد سلول    نشان
ها در سراسر جهان محـسوب   ترين سرطان سرطان معده يكي از كشنده   

هاي درمان اين بيماري، نياز به تحقيـق         عدم توفيق روش   20و21.گردد مي
هـاي درمـاني كارآمـدتر را        تر جهت معرفي مواد مـوثرتر و روش        بيش

   22.ز اهميت نموده استيبيش از گذشته حا
 مختلـف   ي سـرطان  يهـا   بـر سـلول    متعـددي  بـات يتاكنون اثر ترك  

 وجـود دارد كـه خـواص ضـد          ياري بس باتي شده است و ترك    يبررس
 ،ي مـورد بررس ـ   بـات ياز جملـه ترك   . ه است ها گزارش شد    آن يسرطان

 و اهــاني از انــواع گي ماننــد بعــضعــتي موجــود در طبيعــيمــواد طب
  كـه خـواص ضـد      يع ـي طب بـات ي ترك نياز جمله ا  . باشد يها م  يخوراك
 قرار گرفته اسـت، زهـر    ي مورد بررس  يا ها به طور گسترده     آن يسرطان

زهـر  . شـد با ي م ـ ن،يت ـي موجـود در آن، مل     ي اصل بيزنبور عسل و ترك   

 بحث
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 ـ بـه عنـوان دارو     ي شرق ي سنت ي در پزشك  يزنبور عسل به طور سنت      يي
 درد مفاصـل مـورد اسـتفاده        ني و تسك  ديي روماتو تي درمان آرتر  يبرا

 گذشـته گزارشـات     يهـا  عـلاوه بـر آن در سـال       .  است فتهگر يقرار م 
 مختلـف   يهـا  يمـار ي زهر زنبور عـسل در ب      ي از اثرات درمان   يمتعدد

 ـي از مل  يون خواص متعدد  تاكن. گزارش شده است    گـزارش شـده     نيت
 ــ ــه م ــت، از جمل ــاب   ياس ــد الته ــد درد، ض ــواص ض ــه خ ــوان ب  ،يت

 .  اشاره كردغيره و كيتي همولال،يكروبيم يآنت

 دور مـورد    يهـا  سـال   از نيتي زهر زنبورعسل و مل    يمطالعه بر رو  
 اثر زهر زنبـور عـسل را   Havas شي سال پ60حدود  . توجه بوده است  

نـشان   Havas.  كـرد  ي بررس نيس يالقا شده توسط كلش    تومور   يبر نوع 
 تومـور   يهـا  سـلول   بر كي اثرات توكس  يداد كه زهر زنبور عسل دارا     

هـاي اخيـر خـواص ضـد سـرطاني مليتـين توجـه                در سـال  . باشد يم
دانشمندان را به خود جلب نموده و گزارشات متعددي در اين رابطـه             

ريـزي    قـا مـرگ برنامـه     گزارش شده است مليتين با ال     . ارايه شده است  
چـون   هـاي سـرطاني هـم       موجب مهـار سـلول    ) آپوپتوز(شده سلولي   

   23.گردد سرطان ريه و پروستات مي
هاي سرطاني از  رسد القا آپوپتوز توسط مليتين در سلول        به نظر مي  

، پروتئازهــاي دخيــل در (Caspase)طريـق مــسير وابــسته بــه كاســپاز  
رماني وهاي مورد استفاده در شيمي د     اكثر دار  24.گيرد  آپوپتوز، انجام مي  

گردنـد و بـا توجـه بـه         هاي سرطاني مـي    موجب القا آپوپتوز در سلول    
مطالعات آينـده   رسد، مليتين از اين لحاظ در گزارشات فوق به نظر مي 

خاصـيت  . گزينه مناسبي براي استفاده در درمان سرطان به حساب آيد         
ته ايـن پپتيـد بـا        مليتـين موجـب گـش      (Amphiphilic)دوگانه دوستي   

ايـن  . ها شـود    غشاهاي فسفوليپيدي واكنش داده و موجب تخريب آن       
ــام       ــشا انج ــطح غ ــال در س ــاد كان ــا ايج ــين ب ــي مليت ــرات تخريب اث

   6و25و26.گيرد مي
باشد و در صورت استفاده از آن         مليتين تركيبي بسيار پرقدرت مي    
تـر،    مهايي بـا اثـرات جـانبي ك ـ         در درمان انواع سرطان از طريق روش      

نتـايج   . بشر عليـه سـرطان بـه وجـود خواهـد آورد            انقلابي در مبارزه  

حاصل از آزمايش بررسي فعاليت هموليتيك اثبات نمودند كه مليتـين           
بـر  . باشـد  مورد استفاده در اين تحقيق داراي فعاليـت هموليتيـك مـي           

تـرين مـانع در راه اسـتفاده از          توان گفت كه اصلي    اساس اين نتايج مي   
لذا در طراحي   . باشد ر درمان سرطان فعاليت هموليتيك آن مي      مليتين د 
هاي درمان سرطان با استفاده از مليتين بايـد ايـن نكتـه در نظـر                 روش

هـاي   گرفته شود كه ورود مليتين به جريان خون موجب آسيب گلبول          
تـر درمـان     هـاي مناسـب    رسـد راه   از اين رو به نظر مي     . گردد قرمز مي 

انتقـال ژن مليتـين بـه       (استفاده از ژن درمـاني      سرطان به كمك مليتين     
يا تحويل اختـصاصي مليتـين ماننـد ليپـوزوم بـه            ) هاي سرطاني  سلول
  . هاي سرطاني باشد سلول

 تيمـار شـده بـا مليتـين از          AGSهاي   تعيين ميزان مهار رشد سلول    
روي ايـن     نشان داد مليتين داراي سميت زيادي بـر        MTTطريق روش   

اين . باشد ن اثر مهاري وابسته به زمان و غلظت مي        باشد اي  ها مي  سلول
ست كه با افزايش غلظت مليتين و مـدت زمـان           ان معني   ه آ وابستگي ب 

در . گـردد  تـري از مهـار رشـد سـلولي مـي          ها مقدار بـيش    تيمار سلول 
 ميـزان بـالايي از      µg/ml2 هاي بالاتر از   هاي تيمار شده با غلظت     سلول

دهنده قدرت   مشاهده گرديد كه نشان   ) %80بيش از   (مهار رشد سلولي    
  . هاي سرطاني معده دارد بالاي مليتين در نابودي سلول

به طور خلاصه، اين پـژوهش نـشان داد كـه مليتـين اثـر مهـاري                 
دهد  هاي سرطاني معده از خود نشان مي       مندي را بر رشد سلول     قدرت

هـا   و اين اثر مهاري وابسته به غلظت مليتين و مدت زمان تيمار سلول            
تـر   تواند به عنوان شروعي براي مطالعات بيش       اين مطالعه مي  . باشد مي

هـاي كارآمـدتر درمـان       ه روش يدر راستاي استفاده از مليتين جهت ارا      
  .گردد سرطان معده محسوب مي

 نامـه تحـت عنـوان     اين مقاله حاصل بخشي از پايـان      :سپاسگزاري
در  "رطاني معـده  هـاي س ـ   بررسي اثر مليتين در القا آپوپتوز در سلول       "

باشد كه با حمايـت انـستيتو         مي 1391سال   مقطع كارشناسي ارشد در   
پاستور تهران و دانشگاه علوم پزشكي و خـدمات درمـاني يـزد اجـرا               

  .شده است
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Background: Gastric cancer (GC) is one of the most common cancers worldwide and in 

Iran. Conventional therapies are surgery and chemotherapy. Current studies are 

evaluating natural compounds in inhibiting growth of cancer cell. In this study isolated 

peptide melittin with 26 amino acids from bee venom and its impact on the viability and 

proliferation of gastric cancer cells was investigated.  
Methods: At first melittin was purified from honeybee venom using a reversed-phase 

high performance liquid chromatography (RP- HPLC) and C18 column. In order to 

investigate whether melittin, a 26 amino acids peptide which is the main components of 

honeybee venom, inhibits proliferation of human gastric adenocarcinoma cell line (AGS 

cells), MTT ((3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5- diphenyltetrazolium bromide) assay was 

performed. Hemolytic assay carried out in order to confirm the biologic activity of the 

isolated melittin. AGS cells were plated in a 96-well plate and treated with serially 

diluted concentrations of melittin for 6 and 12 hours. The mortality of the cells was 

measured via MTT assay at 540 nm. 
Results: The obtained chromatogram from RP-HPLC showed that melittin comprises 

50% of the studied bee venom. SDS-PAGE analysis of melittin fraction confirmed purity 

of isolated melittin. Hemolytic activity assay indicates that isolated melittin shows a 

strong hemolytic activity (HD50=0.5). MTT assay showed that melittin strongly inhibits 

proliferation of gastric cancer cells at concentrations more than 2µg/ml. This inhibitory 

effect is dependent to melittin concentration and incubation time. 

Conclusion: This study provides evidence that melittin inhibits proliferation of the 

gastric cancer cells. Results showed that isolated melittin from honey bee venom have 

cytotoxic effect on AGS cell line with a trend of increasing cytotoxicity with increasing 

concentration and incubation time. 

 
Keywords: Melittin, reverse-phase chromatography, stomach neoplasm. 
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