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 تیــتــال اهمجهت درمان سرطان کولورک ،یعیطب يهااندك بر سلول تیبا سم یعیطب باتیاستفاده از ترک :زمینه و هدف

داد بــر تعــ یروغــن مــاه (Eicosapentaenoic acid, EPA) دیاســ کیــینویکوزاپنتایاثــر ادارد. در مطالعه حاضــر،  يادیز

  .دیگرد یبررس LS174T یسرطان کولورکتال انسان یدر رده سلول 3-کاسپاز تیو فعال یسلول ریها، تکثسلول

وردین تــا از فــراین مطالعه تجربی در آزمایشگاه کشت سلول، پژوهشکده زیست فناوري دانشگاه ارومیه  :روش بررسی

 42بــه مــدت  2Co %5و  C° 37 در محیط کشت کامل در T174LS انجام گردید. پانصد هزار سلول 1396شهریور سال 

ت ســاع 48ایکوزاپنتاینوئیــک اســید بــه مــدت  μmol 200تــا  50هاي ها با غلظتساعت کشت داده شدند. سپس سلول

گیري ریمتري انــدازهبا روش کال 3-اسپازار شمارش گردید و فعالیت کها با استفاده از لام نئوبتیمار شدند و تعداد سلول

 72 تــا 24هــاي یــک اســید تیمــار شــده و در زمانیشــده از ایکوزاپنتاینو یادهاي شد. همچنین پنج هزار سلول با غلظت

  بررسی گردید.  WST-1 ساعت، تکثیر سلولی با استفاده از آزمون

طور وابســته بــه دوز ها را بــهیک اسید، تعداد ســلولیایکوزاپنتاینو μmol 200 تا 50اي هها با غلظتتیمار سلول ها:یافته

  μmol 200 ها بــاســاعت تیمــار ســلول 72صورت وابسته به دوز و زمان کاهش داد. پــس از کاهش و تکثیر سلولی را به

ســاعت  48س از نشده محاسبه شــد. پــهاي تیمار در مقایسه با سلول %3/30یک اسید، میزان تکثیر سلولی یایکوزاپنتاینو

 μmol 200 کــه در غلظــتطوريهیک اسید، افزایش یافت. بیهاي افزاینده ایکوزاپنتاینوبا غلظت 3-تیمار، فعالیت کاسپاز

  هاي تیمار نشده محاسبه شد.  برابر سلول 4/3، 3-یک اسید، فعالیت کاسپازیایکوزاپنتاینو

 تیعالدهد و فیها را کاهش مآن ریکولورکتال و تکث میبدخ يهاعداد سلولت دیاس کیینویکوزاپنتایاگیري: نتیجه

  کند.یآپوپتوز است فعال م يدر القا ییاجرا نییپروت کیرا که  3-کاسپاز

  .دیاس کیینویکوزاپنتایسرطان کولورکتال، ا ،یسلول ریتکث، 3-کاسپاز :لیديک لماتک

 

  
ومیر در سرتاسر ال در رتبه سوم از نظر مرگسرطان کولورکت

مردان و زنان را تحت تاثیر قرار  ،طور برابرجهان قرار دارد که به

هاي دستگاه گوارش سرطان کولورکتال از شایعترین سرطان 1دهد.می

بیمار  5000سالانه در ایران در حدود  2شود.در ایران محسوب می

  ی ـرشناسـگیشود. مطالعات همهمبتلا به سرطان کولورکتال گزارش می

  

دهند که تغذیه در ابتلا به سرطان کولورکتال نقش مهمی نشان می

اغلب افراد مبتلا به سرطان کولورکتال جهت درمان تحت عمل  3.دارد

ها گیرند که این روشدرمانی یا پرتودرمانی قرار میجراحی، شیمی

یل استفاده از همین دلبه 4.داراي عوارض جانبی فراوانی هستند

هایی که داراي حداقل عوارض جانبی باشند در الویت قرار روش

دارند. در این بین استفاده از ترکیبات طبیعی مورد توجه فراوان قرار 

در  3- نقش اسیدهاي چرب امگا ،مطالعات آزمایشگاهی 5گرفته است.

  مقدمه

 
  

 

  379تا  374هاي ، صفحه6شماره  ،76دوره ، 1397 شهریوری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  27/06/1397آنلاین:      17/06/1397ش: پذیر     21/11/1396: ویرایش     14/11/1396دریافت:          چکیده
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هاي پیشگیري از سرطان در مراحل مختلف از جمله تکثیر سلول

خلاف  بر 6اند.زایی، التهاب و متاستاز را نشان دادهبقا، رگسرطانی، 

درمانی، این ترکیبات سمیت انتخابی داشته و کمترین داروهاي شیمی

دهند که نتایج نشان می 7کنند.هاي سالم وارد میآسیب را به سلول

اثر مهاري بر  (Eicosapentaenoic acid, EPA) دیاس کیینویکوزاپنتایا

بزرگ با تعدیل متابولیسم چربی و مهار سنتز سرطان روده 

در  EPA مصرف 8هاي تومور دارد.در سلول 2Eپروستاگلاندین 

بیماران مبتلا به سرطان روده بزرگ با بهبود عملکرد سیستم ایمنی 

در فرم  EPAگزارش شده است که  یتازگبه 8بدن همراه بوده است.

شود) تعداد جذب میاسید چرب آزاد (که بهتر از روده کوچک انسان 

هاي رکتوم را در یک مطالعه کنترل شده در بیماران و اندازه پولیپ

مطالعات  9.دهدمبتلا به پولیپ آدنوماتوز خانوادگی کاهش می

عنوان عوامل را به 3-گیرشناسی نقش اسیدهاي چرب امگاهمه

روغن در  3- اسیدهاي چرب امگا 10دهند.بازدارنده سرطان نشان می

هاي عث تحریک پاسخ ایمنی و افزایش آپوپتوز در سلولماهی با

شود و داراي اثرات ضد توموري در مراحل شروع سرطان سرطانی می

باعث کاهش پیشرفت  کولون هستند و با کاهش تکثیر سلولی

نشان داده شده است که تغذیه با  11شوند.هاي کولورکتال میپولیپ

ر و افزایش پاسخ باعث کاهش رشد تومو 3-اسیدهاي چرب امگا

پراکسیداسیون چربی  EPA مصرف 12.شوددرمانی میتومور به شیمی

دهد و افزایش پراکسیداسیون چربی، رشد تومور را در را افزایش می

 EPAهدف از انجام مطالعه حاضر تعیین اثر  12.کندروده مهار می

 هاهاي بدخیم و تکثیر آنتعداد سلول دست آمده از روغن ماهی برهب

در رده سلولی سرطان کولورکتال  3- فعالیت آنزیم کاسپاز يو القا

LS174T .بود  

  

  
این مطالعه تجربی در آزمایشگاه کشت سلول، پژوهشکده زیست 

انجام گردید.  1396فناوري دانشگاه ارومیه از فروردین تا شهریور 

 Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany یک اسید ازیایکوزاپنتاینو

خریداري شد. محیط کشت سلولی، تریپسین و سرم جنین گاوي 

رده  تهیه شدند. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austriaاز

از بانک سلولی انستیتو پاستور  LS174T سلولی سرطانی کولورکتال

 از شرکتWST-1 ایران خریداري شد. کیت سنجش تکثیر سلولی 

Roche Diagnostics, Mannheim, Germany  خریداري شد. کیت

  خریداري شد. Abcam, Cambridge, MA, USAاز شرکت  3-کاسپاز

در هر  LS174T در بررسی شمارش سلولی، پانصدهزار سلول

 48اي ریخته شد و به مدت خانه 6هاي یک پلیت یک از چاهک

C ساعت در انکوباتور
اکسیدکربن کشت داده گاز دي %5و  37 °

و  150، 100، 50ها با محیط کشت تازه داراي د. سپس سلولشدن

μmol 200 EPA  ساعت در انکوباتور کشت  48تیمار شده و به مدت

ساعته، محیط کشت خارج  48سلولی قرار داده شدند. پس از تیمار 

بافر فسفات استریل شستشو داده شدند. براي  ml 1 ها باشد و سلول

تریپسین داراي  μl 500 ها ازها از کف چاهکجدا کردن سلول

EDTA  دقیقه استفاده شد. سپس تریپسین با محیط کشت  دوبه مدت

ها داراي سرم جنین گاوي خنثی شد و پس از یک بار شستشو، سلول

جهت شمارش آماده گردیدند. براي شمارش سلولی از لام نئوبار 

ر داده استفاده شد. یک قطره از سوسپانسیون سلولی در لام نئوبار قرا

ها در زیر میکروسکوپ نوري و در چهار گوشه لام شد و تعداد سلول

ها در محاسبات شمارش نئوبار شمارش شدند و میانگین تعداد آن

  سلولی مورد استفاده قرار گرفت.

در بررسی تکثیر سلولی، پنج هزار سلول در هر خانه از یک پلیت 

ط کشت محی ساعت، 48اي کشت داده شدند. پس از خانه 96

 μmol 200 و 150، 100، 50هاي در غلظت EPAها تعویض و سلول

 %5داراي  C° 37 هاي کشت سلولی در انکوباتوراضافه شد و پلیت

ساعت قرار داده شد. در هر  72و  48، 24اکسیدکربن به مدت گاز دي

 μl 100 از محیط کشت سلول خارج شده و به μl 100 مرحله زمانی،

اضافه  WST-1محلول  μl 10 ها،ده در چاهکمانمحیط کشت باقی

C ساعت در انکوباتور چهارشد و پلیت به مدت 
گاز  %5داراي  37 °

سازي همگن قرار داده شد. در پایان انکوباسیون، اکسید کربندي

دستگاه محیط کشت انجام شد و جذب نوري در هر چاهک توسط 

در طول  (BioTek Instruments Inc., Vermont, USA) الایزاخواننده 

گیري و میزان نانومتر اندازه 630و طول موج مرجع  نانومتر 492موج 

 تکثیر سلولی از طریق فرمول مربوطه محاسبه شد.

در هر یک از  LS174T، پانصد هزار سلول 3-در بررسی کاسپاز

 48ها به مدت اي ریخته شد و سلولخانه 6هاي یک پلیت چاهک

C ساعت در انکوباتور
اکسیدکربن کشت داده گاز دي %5داراي  37 °

  بررسیروش 
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، 50ها با محیط کشت تازه داراي شدند. سپس محیط کشت سلول

 48ها به مدت تعویض گردید و سلولμmol 200،  EPA و 150، 100

 48ساعت در انکوباتور کشت سلولی قرار داده شدند. پس از گذشت 

بافر  ml 1 ها باساعت، محیط کشت سلولی خارج شد و سلول

ها از کف فسفات استریل شستشو داده شدند. براي جدا کردن سلول

 Ethylenediaminetetraacetic acidتریپسین داراي  μl 500 پلیت از

(EDTA)  سازي تریپسین با دقیقه استفاده شد. سپس خنثی دوبه مدت

ها استفاده از محیط کشت داراي سرم جنین گاوي انجام شد و سلول

ها خارج شد و انتریفوژ شدند. محیط رویی سلولدقیقه س پنجبه مدت 

دقیقه با محلول لیزکننده سلولی موجود در  20رسوب سلولی به مدت 

کیت مجاور شده و مجموعه بر روي یخ قرار داده شد. سپس به مدت 

ها دقیقه با سرعت بالا سانتریفوژ انجام شد. محیط رویی از سلول 10

گیري گردید و بر فورد اندازهین به روش برادیجدا شد. غلظت پروت

از  μl 50 ین،یپروت μg 50 پروتکل موجود در کیت به ازاي هر اساس

سوبستراي  mmol 10، DTT ،μl 5 داراي Reaction bufferمحلول 

DEVD-p-NA  به هر نمونه اضافه شد و پلیت به مدت یک ساعت در

جذب  ، میزانگفته شدهقرار داده شد. پس از پایان مدت  C° 37 دماي

جهت نمونه تیمار شده و نشده  nm 405 نمونه در طول موج

نسبت به کنترل محاسبه و  3-گیري شد و میزان فعالیت کاسپازاندازه

ها با نمایش داده شد. جهت مقایسه میانگین نتایج کمی و مقایسه آن

 طرفه و آزمون مقایسات چندگانه توکییکدیگر، از آنالیز واریانس یک

(Tukey) 05/0 ده شد. در همه محاسبات ارزش عددياستفاP< 

  دار در نظر گرفته شد.امعن

  

  
شمارش  EPAساعت پس از تیمار با  48ها در تعداد سلول

طور وابسته به ههاي شمارش شده بگردید. در این زمینه تعداد سلول

 μmol 200 که در غلظتطوريهغلظت، کاهش چشمگیري داشت. ب

ها از ها دیده شد و تعداد سلولبیشترین کاهش تعداد سلول EPAاز 

 کاهش یافت (نمودار 8/2×510هاي تیمار نشده به در سلول 5/5×510

 و 150، 100، 50هاي با غلظت LS174Tهاي در تیمار سلول .)1

μmol 200، EPA  رشد و تکثیر  ساعت، 72و  48، 24به مدت

  کاهش یافت. این کاهش در رشد و تکثیرصورت معناداري ها بهسلول

  

  

  

  

  

  

  

  

از آن پس  یمختلف يهادر غلظت LS174T يهابر تعداد سلول EPA: اثر 1 نمودار

نشده محاسبه  ماریکنترل ت يهابا سلول سهیدر مقا جینتا يمعنادار زانیم. ماریساعت ت 48از 

  .P ،**01/0<P>05/0* شده است

  
  

  

  

  

  

  

  

  

هاي در غلظت LS174Tهاي ر میزان رشد و تکثیر سلولب EPA: اثر 2نمودار 

هاي کنترل تیمار نشده محاسبه شده میزان معناداري نتایج در مقایسه با سلول مختلفی از آن.

  .P ،**01/0<P>05/0* است

  
که بیشترین میزان کاهش طوريهصورت وابسته به دوز بود. بهسلولی ب

در  ).2 هده شد (نمودارمشا μmol 200، EPA تکثیر سلولی در دوز

، EPAاز  یادشدههاي شود در غلظتهمانطور که مشاهده می 3 نمودار

که طوريبه ،کاهش تکثیر سلولی وابسته به زمان نیز مشاهده گردید

ساعت تیمار  72پس از  هابیشترین کاهش در رشد و تکثیر سلول

مار هاي کنترل تیسلول %3/30مشاهده شد و میزان تکثیر سلولی به 

 منظور بررسیهـب .تـش یافـکاه μmol 200، EPA تـده در غلظـنش

  ياـالق يهـو مطالع LS174T هاي تیمار شدهعلت کاهش تکثیر سلول

  هایافته
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هاي مختلف در بازه LS174Tهاي بر میزان رشد و تکثیر سلول EPA: اثر 3نمودار 

 رل تیمار نشده محاسبه شده استهاي کنتمیزان معناداري نتایج در مقایسه با سلولزمانی. 

*05/0<P ،** 01/0<P.  

  
عنوان به 3- گیري فعالیت کاسپازها، از اندازهآپوپتوز در این سلول

بر مبناي نتایج، با افزایش غلظت  مارکر اصلی آپوپتوز استفاده شد.

EPA طوري که در غلظتبه ،افزایش داشت 3- میزان فعالیت کاسپاز 

μmol 200 ،EPA هاي کنترل تیمار نشده برابر سلول 4/3ن به این میزا

  ).4 رسید (نمودار

  

  
                                   باعث EPAبا  LS174Tهاي در مطالعه حاضر، تیمار سلول

                              آپوپتوز گردید. در يها و القاها، کاهش تکثیر آنکاهش تعداد سلول

                   اب Caco2هاي سرطانی کولورکتال مطالعات مشابهی، تیمار سلول

EPA  وDHA آپوپتوز يموجب مهار رشد سلولی گردید و باعث القا                         

                از این، شد که نتایج مطالعه حاضر G2/Mها در فاز با تجمع سلول

                             در مطالعه دیگري، 14و13همخوانی دارد. پژوهشگراننظر با نتایج این 

Hawcroft هاي سرطانی روده بزرگو همکارانش با تیمار سلول                          

                      عث کاهش رشد تومور و کاهش تکثیربا EPAبا  MC-29موش 

                        صورت وابستهبه EPAدر مطالعه حاضر نیز  9.هاي بدخیم شدندسلول

                          هاي سرطانی کولورکتال به زمان و غلظت، رشد و تکثیر سلول

                      بود. در Hawcroftمطالعه  همسو بارا کاهش داد که از این نظر 

                         د، تیمارو همکارانش انجام ش Sam دیگري که توسطي مطالعه

                                  طور وابسته به دوز و زمان، تکثیرهب EPAهاي سرطان خون با سلول

                    ه همراه مطالعاتـه بـاین مطالع 15هاي بدخیم را کاهش داد.سلولاین 

  

  

  

  

  

  

  

ساعت  48پس از  LS174Tهاي در سلول 3- بر فعالیت کاسپاز EPA: اثر 4 نمودار

هاي کنترل میزان معناداري نتایج در مقایسه با سلول. EPAهاي مختلفی از تیمار با غلظت

  .P ،** 01/0<P>05/0* تیمار نشده محاسبه شده است

  
در انواع مختلفی از  EPA تواند حاکی از اثر جامعمی یادشده

  .هاي سرطانی باشدسلول

هاي بارز همه هاي توموري از آپوپتوز از ویژگیفرار سلول

، آپوپتوز را در رده EPAاست که ها است. نشان داده شده سرطان

کند و اثر داروهاي شیمی القا می SW620سلولی سرطان کولون 

را افزایش C  و میتومایسین (FU-5)فلورو یوراسیل -5درمانی مانند 

آپوپتوز را  ،EPAاند که بسیاري از مطالعات نیز گزارش کرده 7دهد.می

را افزایش  3-اسپازکند و فعالیت کاز طریق مسیر میتوکندري القا می

، آپوپتوز را با EPAو همکارانش نشان دادند که Ahangar 7دهد.می

 16کند.هاي سرطانی کولورکتال القا میدر سلول 3-سازي کاسپازفعال

صورت وابسته به به 3-در مطالعه حاضر نیز میزان فعالیت کاسپاز

 افزایش یافت که از این نظر، نتایج مطالعه حاضر با EPA غلظت

و همکارانش همخوانی دارد. در مطالعه مشابهی نیز  Ahangarمطالعه 

 EPAبا  HCA-7و  HT-29 هاي سلولی سرطان کولورکتالتیمار رده

و همکارانش  Abdi 17و9ها شد.آپوپتوز در این سلول يمنجر به القا

هاي میلوما از طریق آپوپتوز را در سلول ،EPA نشان دادند که

با توجه به  18کنند.و مسیر میتوکندریایی القا می 3- سازي کاسپازفعال

نتایج مطالعه حاضر با مطالعات  دست آمده از این مطالعه،ههاي بداده

کنند. در گرفته و همدیگر را تایید می سایر محققین در یک راستا قرار

       ها در غلظتهاي بدخیم و تکثیر آنمطالعه حاضر، تعداد سلول

μmol 200،  EPA بیشترین میزان کاهش را  ساعت تیمار، 72از پس

توان این کاهش را به فعال شدن بهتر آپوپتوز در نشان داد که می

  بحث
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هاي بدخیم در یک بازه زمانی طولانی پس از تیمار نسبت داد. سلول

روغن ماهی که ترکیبی سالم و بدون اثر سمی  EPAدر این مطالعه 

هاي بدخیم کولورکتال شود، سلولهاي بدن محسوب میبراي سلول

عنوان یک ترکیب موثر به تواند بهطور موثري از بین برد که میهرا ب

درمانی در بیماران مبتلا به سرطان همراه سایر داروهاي شیمی

هاي بدخیم تعداد سلول EPA کولورکتال مورد استفاده قرار گیرد.

را که  3-دهد و فعالیت کاسپازها را کاهش میکولورکتال و تکثیر آن

  کند.آپوپتوز است فعال می يی در القایین اجراییک پروت

بررسی "نامه با عنوان : این مقاله حاصل بخشی از پایانسپاسگزاري

دست آمده از روغن ماهی بر آپوپتوز، تکثیر یک اسید بهیاثر ایکوزاپنتاینو

در مقطع  "هاي سرطانی کولورکتالدر سلول BMI-1 سلولی و بیان ژن

  باشد.می 1396اسی ارشد دانشگاه ارومیه در سال کارشن
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Background: Using natural compounds with low toxicity on normal cells and high 

efficacy on malignant cells is highly appreciated for treatment of colorectal cancer 

(CRC). In the present study, the effect of fish-oil derived eicosapentaenoic acid (EPA) 

on the cell number, cell proliferation rate and caspase-3 enzyme activity in LS174T 

human colorectal cancer cell line was investigated. 

Methods: This experimental study was performed in cell culture lab, Institute of 

Biotechnology, affiliated to the Urmia University, Urmia, Iran from April to September 

2017. LS174T colorectal cancer cells at a density of 5×105 cells per well were cultured 

in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and kept at 

37 °C in a humidified incubator with 5% CO2 for 24 hours. Thereafter, the cells were 

treated with 50, 100, 150 and 200 μmol EPA for 48 hours and cell numbers were 

counted using neobauer chamber and caspase-3 activities were measured by performing 

the caspase-3 colorimetric assay (Abcam, Cambridge, MA, USA). Furthermore, 5×103 

LS174T colorectal cancer cells were cultured and treated with the above-mentioned 

EPA concentrations for 24, 48 and 72 hours, after which cell proliferation rate was 

evaluated by WST-1 proliferation assay (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 

Results: Treatment of LS174T colorectal cancer cells with 50, 100, 150 and 200 μmol 

EPA decreased the number of cells in a dose-dependent manner. We also found that 

treatment of malignant cells with increasing EPA concentrations (50 to 200 μmol) 

significantly decreased cell proliferation in a dose and time dependent manner. After a 

72 hours treatment of LS174T cells with 200 μmol EPA, cell proliferation was 

calculated to be 30.3% compared to untreated control cells. Following 48 hours 

treatment, caspase-3 activity increased with increasing EPA concentrations in which at 

200 μmol EPA, caspase-3 activity increased by 3.4 fold compared to untreated control 

cells. 

Conclusion: Fish-oil derived eicosapentaenoic acid as a safe compound decreases the 

number of colorectal cancer cells and their proliferation rate and activates caspase-3 

enzyme, as an executor protein in apoptosis. 
 

Keywords: caspase-3, cell proliferation, colorectal cancer, eicosapentaenoic acid. 
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