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Abstract 

Objective: Cervical cancer is an important cause of female mortality worldwide. 

The results obtained so far indicate the involvement of bioactive peptides in cancer 

treatment. In this regard, the aim of the present study is to investigate the anticancer 

properties of HL-7 peptide through changes in Fas, caspase 8 and caspase 3 gene 

expression. 

Materials and methods: In this study, the viability of cervical cancer cells treated 

with HL-7 peptide at two concentrations of 45 and 60 μM at two times of 12 and 24 

hours was investigated using MTT assay. Also, the expression of Fas, caspase 8 and 

caspase 3 genes was measured at mRNA and protein levels, respectively, using Real-

Time PCR and Western Blot methods. Finally, the activity level of caspase 3 and 

caspase 8 was checked through ELISA test. 

Findings: The results showed that the viability of cancer cells treated with HL-7 

peptide decreased in a dose- and time-dependent manner (p<0.05). By increasing the 

concentration of HL-7 peptide from 45 to 60 μM, significantly, the expression of Fas, 

caspase 8 and 3 genes increased in mRNA and protein levels (p<0.05). The results of 

the ELISA test showed that the activity of caspase 8 and caspase 3 significantly 

increased in Hela cancer cells treated with HL-7 peptide compared to untreated cancer 

cells (p<0.05). 
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Conclusion: It seems that HL-7 peptide is able to eliminate cervical cancer cells by 

regulating the expression of genes involved in the extrinsic apoptosis signaling 

pathway. At the same time, more studies on molecular targets are suggested to confirm 

the anticancer properties of HL-7 peptide. 

 

Keywords: Peptide, HL-7, HeLa, Apoptosis, Cancer, Fas gene expression, 

Caspase 8, Caspase 3, Cervix. 
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 پژوهشیمقاله 

 از طریق تغییر HL-7بررسی خاصیت ضدسرطانی پپتید 

 1و کاسپاز  8کاسپاز ، Fas  در بیان ژن
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  چکیده

دست آمده تا  سرطان دهانه رحم، عامل مهمی در مرگ و میر زنان در سراسر جهان است. نتایج به هدف:

امروز، بیانگر دخالت پپتیدهای فعال زیستی در درمان سرطان است. در این راستا، هدف پژوهش حاضر  به

 است. ۷ز و کاسپا 8، کاسپاز Fas  از طریق تغییر در بیان ژن HL-7بررسی خاصیت ضدسرطانی پپتید 

در  HL-7های سرطانی دهانه رحم تیمار شده با پپتید  پذیری سلول در این مطالعه، زیست : ها مواد و روش

. بررسی شد MTTساعت، با استفاده از سنجش  26و  02میکرومولار در دو زمان  40و  65دو غلظت 

ترتیب، با استفاده از  بهو پروتئین،  mRNAدر سطح  ۷و کاسپاز  8، کاسپاز Fasهای  همچنین بیان ژن

و کاسپاز  ۷گیری گردید. در نهایت، میزان فعالیت کاسپاز  و وسترن بلات اندازه Real-Time PCRهای  روش

 از طریق آزمون الایزا بررسی شد. 8

با روشی وابسته  HL-7های سرطانی تیمار شده با پپتید  پذیری سلول نتایج نشان داد که زیست ها:  یافته

طور  میکرومولار، به 40به  65از  HL-7(. با افزایش غلظت پپتید p<0.05به دوز و زمان، کاهش یافت )

(. نتایج p<0.05و پروتئین افزایش یافت ) mRNAدر سطوح  ۷و  8، کاسپاز Fasهای  معناداری، بیان ژن

تیمار  Helaهای سرطانی  ور معناداری در سلولط ، به۷کاسپاز و  8آزمون الایزا نشان داد که فعالیت کاسپاز 

 (. p<0.05های سرطانی بدون تیمار، افزایش نشان داد ) نسبت به سلول HL-7شده با پپتید 
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های درگیر در مسیر سیگنالینگ اپپتوز  ، از طریق تنظیم بیان ژنHL-7رسد پپتید  نظر می به گیری:  نتیجه

هانه رحم است. در عین حال، مطالعات بیشتری در زمینه اهداف های سرطانی د بیرونی، قادر به حذف سلول

 شود. پیشنهاد می HL-7سرطانی پپتید  مولکولی جهت تأیید خاصیت ضد
 

 ، دهانه رحم.۷، کاسپاز 8، کاسپاز Fas  ، آپپتوز، سرطان، بیان ژنHL-7 ،HeLaپپتید، : ها کلیدواژه
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 . مقدمه1

های عقربی از لحاظ  گردد. گونه میلیون سال پیش بازمی 400ها، به  پیشینه وجود و تکامل عقرب
ها در برابر شکارچیان و  (. کسب توانایی دفاع عقرب24و۵اند ) جغرافیایی در سراسر جهان توزیع شده

دلیل تولید سمومی است که توسط غدد سمّی تخصص یافته موجود در انتهای  اندازی طعمه، به به دام
ها روی کره زمین، گروهی  (. در طولانی مدت، تکاملی عقرب2۶و25)شود  تلسون عقرب ترشح می

(. 2های بیولوژیکی و دارویی متنوع هستند ) اند که دارای فعالیت از پپتیدهای سمّی ایجاد شده
 شوند که عبارتند از: بندی می پپتیدهای موجود در سم عقرب، به دو گروه اصلی طبقه

 دهند. های یونی غشائی را مورد هدف قرار می که معمولًا کانال 1سولفیدی . پپتیدهای دارای پل دی2
عنوان گروه کوچکی در مواد مترشحه شده غده سمّی،  که به 2سولفیدی . پپتیدهای فاقد پل دی2

 (.4و1عملکردی هستند ) های چند دارای فعالیت
د که در ها هستن فردی از پپتیدهای موجود در سموم عقرب ، گروه منحصربهNADBپپتیدهای 

توجه  ترین دلایلی که سبب جلب اند. یکی از مهم بندی شده دو دهه اخیر، از لحاظ عملکردی دسته
محققان نسبت به این نوع پپتیدها شده است، وجود عملکردهای بیولوژیکی متنوع آنهاست. از 

همولیتیکی، های ضدمیکروبی، ضدسرطانی،  توان به فعالیت ، میNDBPsمیان اعمال بیولوژیکی 
بر این،  کننده برادی کینین اشاره کرد. علاوه  کننده سیستم ایمنی و تقویت انعقاد خون، تعدیل ضد

NDBPs ( 22ها تنوع ساختاری همچنین اهداف بیولوژیکی متنوعی دارند.) 
باقیمانده آمینواسیدی  50پپتیدهای ضدسرطانی، گروه کوچکی از پپتیدها هستند که کمتر از 

 سرطانی مشتق شده از سم عقرب طالعات بیانگر استخراج و شناسایی دو پپتید ضدمدارند. 

Tityus serrulatus های  نام، بهTsAP-1
TsAP-2و  3

مطالعات حاکی از آن است  هستند. نتایج 4
 آن، بر IC50شده و مقادیر  H157و  H838، سبب مهار تکثیر دو رده سلول سرطانی TsAP-1که 

، فعالیت TsAP-2دست آمد. پپتید  میکرومولار به 52و  55ترتیب،  به دو رده سلولی مذکور،
رده سلولی  میکرومولار 2/4در مقادیر  IC50ضدسرطانی معناداری در برابر پنج رده سلول انسانی با 

                                                           
1. Disulfide-bridged peptides (DBPs) 
2. Non-disulfide-bridged peptides (NDBPs) 

3. Tityus serrulatus Anticancer Peptide-1 

4. Tityus serrulatus Anticancer Peptide-2 
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میکرومولار رده سلولی عصبی  4/25(، H838میکرومولار رده سلولی پروستات ) 22(، H157ریه )
(U251-MG ،)4/۵ میکرو( مولار رده سلولی سینهMCF-7 و )میکرومولار رده سلولی  1/21

بر این، با بررسی فعالیت همولیتیکی این دو پپتید مشاهده شد که  ( داشت. علاوهPC3پروستات )
TsAP-2 (. ۶میکرومولار نشان نداد ) 25، هیچ فعالیت همولیتیکی معناداری تا غلظت 

بررسی آپپتوز سلولی است. گزارشات بیانگر اثر  یکی از سازوکارهای مهم در درمان سرطان،
گذاری مسیر سیگنالینگ آپپتوز  ضدسرطانی پپتیدهای مشتق شده از سموم حیوانات از طریق هدف

های آن است. برخی مطالعات به تنظیم مسیر آپپتوز توسط ملیتین، پپتید استخراج  و تنظیم پروتئین
اند که سبب القاء مرگ سلولی در انواع  پرداخته ، و عواملیApis Melliferaشده از سم زنبور 

 ای (. در مطالعه21و  20، 22، 22شوند ) مختلف سرطان مانند پستان، تخمدان، پروستات و ریه می
مانی را در دو رده سلول سرطانی لوسمی کاهش داد،  شدت درصد زنده نشان داده شد که ملیتین، به

داشته باشد. در این  11ای خون محیطی هسته های تک بدون اینکه اثر سمیّت معناداری بر سلول
ریایی و های بیشتر نشان داده است که ملیتین از طریق تغییر در پتانسیل غشاء میتوکند رابطه، بررسی

 (. پپتید9های لوسمی شد ) سبب آپپتوز در سلول ۶و  1دنبال آن، تنظیم فعالیت کاسپازهای  به

HL-7  آمینو اسیدی از توالی های  ۶یک پپتیدYLYELAR بالا و جزو  24اکتیویتی با خاصیت بایو
 تخراجاس Hemiscorpios Lepturusپپتیدهای بدون پیوند دی سولفیدی است که از سم عقرب گونه 

های بیولوژیکی متنوع  شده است. با توجه به اهمیت سموم عقرب در طب سنتی و داشتن فعالیت
 Fas ،Caspase-3  های مانی و بیان ژن منظور بررسی درصد زنده ، این مطالعه به NDBPsبرای پپتیدهای 

 mRNAح در سط HL-7تیمار شده با پپتید  HeLaهای سرطانی دهانه رحم  در سلول Caspase-8و 
های سرطانی تیمار شده  در سلول Caspase-8 و Caspase-3و پروئتین انجام شد. همچنین فعالیت 

 با روش الایزا بررسی گردید.

 ها مواد و روش. 2

 ها . جداسازی نوتروفیل2-1

درجه  1۶درصد اضافه شد. سپس در دمای  5حجم با خون کامل، دکستران  ابتدا، هم
                                                           

1. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 

2. Bioactivity 
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های سفید خونی  دقیقه انکوبه گردید. پس از آن، مایع رویی غنی از گلبول ۵0مدت  سانتیگراد به
 25مدت  لیتر فایکول اضافه شد. در مرحله بعد، سانتریفیوژ به میلی 1آرامی به لوله دیگری حاوی  به

وند. سپس صورت رسوبات از مخلوط جدا ش ها به تا نوتروفیل انجام شد rpm 1500دور دقیقه و با 
 شدند. تمامی مراحل جداسازی در شرایط استریل انجام شد. شستشو RPMI-1640ها با  نوتروفیل

 . کشت سلول2-2

با  ، از بانک سلولی انستیتو پاستور ایرانHelaهای سرطانی دهانه رحم  مطالعه، سلول در این
بیوتیک  تیده درصد و آن FBSشامل  RPMI1640ها،  تهیه شد. محیط کشت سلول C115کد 
درصد  95درجه سانتیگراد،  1۶استرپتومایسین یک درصد، با شرایط انکوباسیون  -سیلین پنی

ها تعویض شد تا زمانی  بار محیط کشت سلول ساعت، یک 48بود. هر  CO2درصد  5رطوبت و 
 درصد رسید. ۶0که تراکم سلولی به 

 MTTپذیری سلولی به روش  . سنجش زیست2-3

 MTT، از روش HeLAبر رده سلولی  HL-7ر سایتوتوکسیسیتی پپتید منظور بررسی اث به
استفاده شد. اساس این روش، تبدیل تترازولیوم به فورمازان توسط آنزیم دهیدروژناز میتوکندریایی 

 ۵20خانه ) 9۵پلیت   ساعت از کشت اولیه سلول سرطانی در 24است. پس از گذشت 
سلول  5 ×

و  HL-7 (0 ،45 ،۵0پپتید  های مختلف غلظت ها توسط های درون چاهک به چاهک(، سلول
80µg/ml 20نهایت، به هر چاهک،  ساعت تیمار شدند. در  48و  24، 22های  ( برای مدت زمان 

ساعت در تاریکی قرار  4مدت  های حاوی سلول به اضافه شد و متعاقباً پلیت MTTمیکرولیتر 
 540های منتخب، میزان جذب نوری در طول موج  عد از گذشت هر کدام از زمانگرفتند. ب

گیری شد. برای شفاف بودن مطالعه و نتایج، از نمایش تاثیر  نانومتر، توسط دستگاه الایزا ریدر اندازه
 نوتروفیل های طبیعی بر این، سلول نمودار سلول سرطانی استفاده نشد. علاوه در µg/ml 80غلضت 

و  ۵0، 45، 0های ) خانه کشت داده شده و سپس در غلظت 9۵عنوان شاهد در پلیت  به 12
80µg/ml نهایت، به هر چاهک،  ساعت تیمار شدند. در  24  ( کشت داده شده و برای مدت زمان
ساعت در تاریکی قرار  4مدت  های حاوی سلول به اضافه شد و متعاقباً پلیت MTTمیکرولیتر  20

 540های منتخب، میزان جذب نوری در طول موج  شت هر کدام از زمانگرفتند. بعد از گذ
                                                           

1. Neutrophil 
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افزار  شد. در انتها با محاسبات انجام شده در نرم گیری دستگاه الایزا ریدر اندازهنانومتر، توسط 
 بدست آمد. IC50، میزان 12 پد پریسم گراف

 cDNAو سنتز  RNA. استخراج 2-4

با استفاده از ، Helaهای شاهد نوتروفیل و سرطانی دهانه رحم  منظور سنجش بیان ژن، سلول به
خانه  ۵، به پلیت PBS 1Xتریپسین از کف فلاسک جدا شده و بعد از شستشو با محیط کشت 

 میکرومولار با دو تکرار از پپتید ۵0و  45منتقل شد تا برای تکمیل تست آماده شود. با غلظت 
HL-7 کوبه شدند. به دلیل وجود اختلاف معنادار در نتایج انMTT،  ساعت،  24پس از گذشت

، RNA (Denazist Co. Mashhad, Iran)ها با استفاده از کیت جداسازی  سلول RNAکل 
کل با استفاده  RNAماکرولیتر  2حدود  ،RNAبه دلیل غلضت مناسب از نمونه شدند. استخراج 

برداشت شد. حجم  cDNA، برای تبدیل به (Kiagene Fanaver, Tehran, Iran)از کیت سنتز 
ماکرولیتر پرایمر الیگو  2کل،  RNAمیکرولیتر  2میکرولیتر، شامل  20نظر برای انجام واکنش  مورد

dT ،8  ،ماکرولیتر  1ماکرولیتر آب عاری از نوکلئازdNTP (mM20 ،)4  5میکرولیتر بافرX و 
دقیقه(،  50درجه سانتیگراد ) ۶0ترتیب در دماهای  بود که به ReverAid RTمیکرولیتر آنزیم  2

 cDNAدقیقه( انکوبه شد. در نهایت،  5درجه سانتیگراد ) ۶0دقیقه( و  5درجه سانتیگراد ) 1۶
 درجه سانتیگراد ذخیره شد. -20ساخته شده در دمای 

2-5.Real Time PCR  

 میکرولیتر 20و در حجم نهایی ( X960B)مدل  Real Time PCR، در دستگاه RT-PCRواکنش 
، یک میکرولیتر SYBR Green PCR master mixمیکرولیتر از  20ازای هر واکنش،  انجام شد. به

cDNA ،2  میکرولیتر آب عاری از نوکلئاز استفاده شد. شرایط دمایی  ۶میکرولیتر از پرایمرها و
درجه  ۶2ثانیه و  20مدت  درجه سانتیگراد به 55ثانیه،  20مدت  درجه سانتیگراد به 95واکنش، 

از عنوان کنترل داخلی و برای تحلیل نتایج،  ، بهGAPDHثانیه تنظیم شد. ژن  20مدت  سانتیگراد به
2روش 

-∆∆CT  استفاده شد. توالی پرایمرها برای آنالیزReal time PCR ( آمده 2) در جدول شماره
 است.

                                                           

1. Graphpad Prism 
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 . آنالیز وسترن بلات2-6

ساعت از  24کشت داده شدند. پس از گذشت  Helaسلول سرطانی  2 × 20۶ابتدا به تعداد 
میکرومولار به  ۵0و  45ها به کف پلیت، تیمار پپتیدی با دو غلظت  کشت سلول و چسبیدن سلول

ها از طریق اسکراپر انجام شده و  آوری سلول ساعت انجام شد. در مرحله بعد، جمع 24مدت 
 PBS 1Xها دو بار توسط  سلول دقیقه انجام شد. 5برای مدت  rpm 2000سانتریفیوژ با دور 

لیتر بافر لیزکننده  میلی 2درصد مهارکننده پروتئاز و  2سلول،  5 × 20۵شستشو شدند. به تعداد 
RIPA (Abcam, Cambridge, UK )مدت  ها در بافر لیزکننده به اضافه شد. لیز شدن کامل سلول

 مدت و به rpm 24000فیوژ با دور آوری لیزات سلولی، سانتری دقیقه ادامه پیدا کرد. جهت جمع 20
 BCA (Arman Biotech)دقیقه انجام شد. غلظت پروتئین در عصاره سلولی با استفاده از کیت  10

میکروگرم از نمونه پروتئینی استفاده شد و برای انجام  50مشخص شد. جهت آنالیز وسترن بلات، 
کریل آمید  ها به  از انجام الکتروفورز، پروتئیندرصد سوار شد. پس  20الکتروفورز، روی ژل پلی آ

اختصاصی، غشاء نیتروسلولزی  غشاء نیتروسلولزی انتقال یافتند. جهت پوشاندن نواحی غیر
  Tween 20درصد 05/0همراه با  PBSروز، در شیر خشک بدون چربی با بافر  مدت یک شبانه به
(PBS-Tقرار گرفت. در نهایت کاغذ نیتروسلولزی با آنتی بادی اولیه و ثانویه خاص پروتئین )  های

Fas انکوبه شدند. در نهایت پس از خشک شدن غشاء و تصویربرداری از  1و کاسپاز  8، کاسپاز
 استفاده شد.  Image Jافزار  گیری شدت و ضخامت باندهای پروتئینی از نرم آن، برای اندازه

 3کاسپاز و  ۸گیری فعالیت کاسپاز  ندازه. ا2-7

استفاده شد  Abcamسنجی  از کیت رنگ 1کاسپاز و  8گیری فعالیت کاسپاز  منظور اندازه به
(Abcam, Cambridge, UK پس از کشت به تعداد .)۵0و  45های  ها با غلظت ، سلول5 × 20۵ 

کنترل با غلضت صفر و یا بدون  ساعت تیمار شدند. نمونه 24به مدت  HL-7میکرومولار از پپتید 
مدت  میکرولیتر بافر لیز سلولی سرد سوسپانس و به 50ها در  تیمار در نظر گرفته شد. سپس سلول

سانتریفیوژ شدند.  rpm 2000دقیقه با دور  25مدت  ها به دقیقه روی یخ، انکوبه شدند. نمونه 10
ازای  غلظت پروتئین استفاده شده بهآوری و به یک میکروتیوپ جدید منتقل شد.  مایع رویی جمع

یک  DTTمیکرولیتر 20میکرولیتر بافر بود. میزان  50میکروگرم پروتئین  200تا  5هر چاهک، 
/بافر DTTنانومتر(. از مخلوط  200اضافه شد )غلظت نهایی  X2لیتر بافر واکنش  میلی 2مولار به 
میکرولیتر سوبسترای  5سپس  میکرولیتر به هر چاهک اضافه شد. 50، به میزان X2واکنش 
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IED.pNA 4 درجه  1۶ساعت در دمای  2تا  2مدت ها به مولار به هر چاهک اضافه گردید. پلیت
نانومتر  405ها با دستگاه الایزا ریدر در طول موج  سانتیگراد انکوبه شدند. در نهایت جذب نمونه

های  های تیمار شده با مقایسه نمونه در نمونه 1کاسپاز و  8گیری شد. میزان فعالیت کاسپاز  اندازه
 گیری شد. بدون تیمار اندازه

 . آنالیز آماری2-۸

در سطح  LSDو  ANOVAو استفاده از آزمون  SPSS-19افزار  ها با استفاده از نرم داده
 تجزیه و تحلیل شدند.  05/0معناداری 

 ها . یافته3

 پذیری سلولی . درصد زیست3-1

 ستفاده شده در این مطالعهتوالی پرایمرهای ا -1جدول 

n/mol length Primer sequences: 5′   3′ Genes 

23.52 
23.11 

19 
20 

Forward: AGCCAAAAGGGTCATCATC 
Reverse: TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG GAPDH 

24.81 
25.42 

22 
22 

Forward: GGACCCAGAATACCAAGTGCAG 
Reverse: GTTGCTGGTGAGTGTGCATTCC Fas 

23.10 
23.36 

20 
20 

Forward: ATTCAGCAAAGGGGAGGAGT 
Reverse: TTCAAAGGTCGTGGTCAAAG Caspase 8 

28.95 
25.53 

23 
22 

Forward: GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG 
Reverse: GCATCGACATCTGTACCAGACC Caspase 3 

های زنده  مانی سلول نشان داد که ارتباط معکوسی میان درصد زنده MTTنتایج سنجش 
های بدون تیمار وجود  و سلول HL-7های مختلف پپتید  تیمار شده با غلظت HeLaسرطانی 
های زنده تیمار شده، کاهش نشان  ، درصد سلولHL-7طوری که با افزایش غلظت پپتید  داشت؛ به

 45های زنده تیمار شده با غلظت  (. با وجود عدم تفاوت معنادار میان درصد سلولp<0.05داد )
های بدون  نسبت به سلول HL-7 ساعت از پپتید 22ساعت نسبت به زمان  24میکرومولار در زمان 

ساعت  22نسبت به  24میکرومولار در زمان  ۵0تیمار، تفاوت معنادار فاحشی برای غلظت 
پد پریسم،  افزار گراف (. طبق محاسبات انجام شده در نرم2( )نمودار p<0.0001دست آمد ) به

میکرومولار بدست آمد. تغییرات چندانی در رابطه با  ۵0ت ظغل ، درHL-7برای پپتید  IC50مقدار 
 24میکرومولار در زمان  ۵0در غلظت  HL-7های طبیعی نوتروفیل تیمار شده با پپتید  سلول

 دست آمد.  میکرومولار به HL-7 ،۵0برای پپتید  IC50(. مقدار p<0.05ساعت مشاهده نشد )
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 HeLa (b.)های سرطانی دهانه رحم  ( و سلولaهای طبیعی نوتروفیل ) بر سلول HL-7اثر سمیّت پپتید  -1نمودار 

 12ها در زمان  ساعت نسبت به همان غلظت 24میکرومولار در زمان  62و  45های  **** بیانگر اختلاف معنادار در غلظت

( میان p<0.01تلاف معنادار )بیانگر وجود اخ #( و p<0.0001، بیانگر عدم اختلاف معنادار )ns(. p<0.0001ساعت است )

 ساعت است. 24ها در زمان  ساعت نسبت به همان غلظت 4۸میکرومولار در زمان  62و  45های  غلظت

3-2 .Real time PCR 

های سرطانی دهانه  در سلول Fas، همچنین 1و کاسپاز  8های کاسپاز  (، بیان ژن2نمودار )
دهد. نتایج  را نشان می HL-7پپتید  ومولارمیکر ۵0و  45های  غلظت تیمار شده با Helaرحم 

و  8، کاسپاز Fasهای  ، اثر معناداری بر بیان ژنHL-7حاصل از این مطالعه نشان داد که پپتید 
 Fas ،Caspase-3های  ، سبب افزایش معنادار بیان ژنHL-7صورت که پپتید   داشت؛ بدین 1کاسپاز 

( p<0.05های بدون تیمار شد ) های سرطانی تیمار شده نسبت به سلول در سلول Caspase-8 و
 (.2)نمودار 

 

 . HL-7تیمار شده با پپتید  Helaهای سرطانی  در سلول mRNAدر سطح  3و  ۸، کاسپاز Fasهای  بیان ژن -2نمودار 

ده با پپتید نسبت به نمونه بدون تیمار های سرطانی تیمار ش سلول mRNA**** بیانگر اختلاف معنادار بیان ژن در سطح 

های سرطانی تیمار شده  در سلول 3و  ۸، کاسپاز Fasهای  ، بیانگر اختلاف معنادار بیان ژن####و  #(. p<0.0001است )

 (.p<0.05میکرومولار است ) 45میکرومولار نسبت به غلظت  62با پپتید در غلظت 
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های مسیر آپپتوز در  غییرات و تنظیم بیان پروتئیننتایج وسترن بلات در این مطالعه، بیانگر ت
( بود، NCتیمار نشده ) Helaهای سرطانی  نسبت به سلول HL-7های سرطانی تیمار شده با  سلول

 (.1( )نمودار p<0.05افزایشی بود ) Fasو  1و  8، کاسپاز Fasهای  طوری که این تغییرات برای پروتئین به

 
 ( نتایج کمی آنالیز وسترن بلات.b) در سطح پروتئین. 3و  ۸، کاسپاز Fasهای  ( بررسی بیان ژنa. )نتایج وسترن بلات -3نمودار 

(. p<0.0001های سرطانی تیمار شده با پپتید نسبت به نمونه کنترل است ) سلولدر ****، بیانگر اختلاف معنادار بیان ژن 

ns های  بیانگر اختلاف معنادار بیان ژن ####و  #، بیانگر عدم اختلاف معنادار وFas های  سلول 3و کاسپاز  ۸، کاسپاز

 (.p<0.05میکرومولار است ) 45میکرومولار نسبت به غلظت  62در غلظت  HL-7سرطانی تیمار شده با پپتید 

های  در سلول 8و کاسپاز  1دست آمده از تست الایزا نشان داد که فعالیت کاسپاز  نتایج به
(. نتایج بیانگر افزایش معناداری در 4تغییر کرد )نمودار  HL-7تیمار شده با پپتید  Helaسرطانی 

نسبت به  HL-7تیمار شده با پپتید  Helaهای سرطانی  در سلول 8و کاسپاز  1فعالیت کاسپاز 
 (.4( )نمودار p<0.05های سرطانی بدون تیمار )کنترل( بود ) سلول

 
میکرومولار  62و  45های  تیمار شده با غلظت Helaهای سرطانی  در سلول ۸و کاسپاز  3میزان فعالیت کاسپاز  -4نمودار 

 های سرطانی بدون تیمار. و سلول HL-7از پپتید 

 Helaهای سرطانی  در سلول ۸و کاسپاز  3میان فعالیت کاسپاز  2221/2****، بیانگر وجود اختلاف معنادار در سطح 

، بیانگر Nsهای سرطانی بدون تیمار بود.  نسبت به سلول HL-7میکرومولار از پپتید  62و  45های  ا غلظتتیمار شده ب

 62تیمار شده با غلظت  Helaهای سرطانی  در سلول ۸و کاسپاز  3عدم وجود اختلاف معنادار میان فعالیت کاسپاز 

 (.p<0.05است ) HL-7میکرومولار از پپتید  45میکرومولار نسبت به غلظت 
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 گیری . نتیجه4

، وارد سلول شده و با برهمکنش با اهداف مولکولی درون سلولی، HL-7رود که پپتید  انتظار می
، MTTهای تحت درمان خود نشان دهد. نتیجه حاصل از آنالیز  سمّیت شدیدی را در تمامی سلول

 HL-7مار شده با پپتید های سرطانی تی مانی و افزایش سمّیت در سلول تأییدکننده کاهش درصد زنده
های سرطانی تیمار شده  مانی سلول های بدون تیمار بود. کاهش معنادار درصد زنده نسبت به سلول

های طبیعی  ، از سلولMTTبا پپتید، از یک روند وابسته به غلظت و زمان تبعیت کرد. در مطالعات 
، بدون ایجاد تغییرات HL-7پپتید  عنوان کنترل سالم استفاده شد. نتایج نشان داد که نوتروفیل، به

های سرطانی دهانه رحم  مانی سلول های طبیعی، قادر بود که زنده مانی سلول معنادار در درصد زنده
و همکاران مطابقت دارد. آنها  Tu(. این نتایج با گزارشات p<0.05طور معناداری کاهش دهد ) را به

شد؛ بدون اینکه اثر  A2058های سرطانی  سلول دریافتند که پپتید ملیتین سبب ایجاد آپپتوز در
 (.22داشته باشد ) Detroit551های طبیعی  مانی سلول معناداری بر درصد زنده

و  45نشان داد که دو غلظت  mRNAدر مطالعه حاضر، آنالیز حاصل از نتایج بیان ژن در سطح 
های  در سلول 1و کاسپاز  8کاسپاز های    ، سبب افزایش معنادار بیان ژنHL-7میکرومولار از پپتید  ۵0

(. عناصر p<0.05های سرطانی بدون تیمار شد )  سرطانی دهانه رحم تیمار شده، نسبت به سلول
ها، جزء گروه اصلی پروتئازها  اصلی سازوکار مولکولی فرایند آپپتوز، کاسپازها هستند. این قبیل آنزیم

کنند.  آسپارتیک دارند، هیدرولیز می های اسید قیماندههایی که با ها را در موقعیت باشند که پروتئین می
ریزی شده سلولی  رسد که فعال شدن کاسپازها، سبب القاء غیرقابل بازگشت مرگ برنامه نظر می به

(، 20و  9، 8، 2شود. کاسپازها براساس نقش فیزیولوژیکی، به سه دسته آغازگرها )کاسپازهای  می
 (.2۵ و 5شوند ) ( تقسیم می5و  4، 2( و التهابی )۶و  ۵، 1عوامل آپپتوز )کاسپازهای 

، بیان 1و کاسپاز  8بر بیان کاسپاز  همچنین، برای بررسی سازوکار آپپتوز، در مطالعه حاضر، علاوه
های سرطانی دهانه رحم  دست آمده نشان داد که تیمار سلول نیز بررسی شد. نتایج به Fasپروتئین 

های  نسبت به سلول 1و کاسپاز  8، کاسپاز Fasافزایش معنادار بیان ، سبب HL-7تیمار شده با پپتید 
دلیل دارا بودن  (. مطالعات نشان داده است که سم زنبور عسل بهp<0.05سرطانی بدون تیمار شد )

پپتیدهای فعال زیستی، قادر به القای آپپتوز به روشی وابسته به دوز در دو رده سلول سرطانی ریه 
A549  وNCI-H460 1شد. همزمان با مرگ سلولی، بیان رسپتورهای مرگ (DR3  وDR6به ،)  طور

                                                           
1. Death Receptors 
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طور همزمان  ( بهBaxو  1های پروآپپتوزی )کاسپاز  قابل توجهی افزایش یافت. همچنین بیان پروتئین
مهار شد. نتایج حاصل نشان داد که سم زنبور عسل،  Bcl-2و بیان  NF-kBافزایش یافت، اما فعالیت 

 های سرطانی ریه ، سبب القاء آپپتوز در سلولNF-kBو مهار مسیر  DR3ایش بیان از طریق افز
سرطانی زهر زنبور عسل را بر رشد  و همکاران، اثرات ضد Zhengای دیگر،  (. در مطالعه2شد )
تواند سبب  های سرطانی روده بزرگ ارزیابی کردند. آنها گزارش دادند که زهر زنبور عسل، می سلول

بر این، ترکیبات موجود در زهر زنبور، قادر  های سرطانی روده بزرگ شود. علاوه ز در سلولالقاء آپپتو
(. مطالعات نشان 24و کاسپازها را افزایش دهند ) p53 ،Bax(، DRsبودند بیان رسپتورهای مرگ )

شود، سبب جذب دمین مرگ پروتئین  داده است، هنگامی که رسپتور مرگ به لیگاند خود متصل می
دنبال آن، فعال شدن  به ( وFADD: Fas-associated with Death Domain) Fasط با مرتب

شود  نهایت القاء آپپتوز می و در  Bcl-2و کاهش  Bax، همچنین افزایش پروتئین 1 ،9، 8کاسپازهای 
دست آمده از مطالعه  این گزارشات با نتایج مطالعه حاضر مطابقت دارد. نتایج به (.25 و 20، 8)

را در مسیرهای سیگنالینگ آپپتوز بیرونی در رده سلولی  HL-7، احتمال درگیر بودن پپتید حاضر
 دهد. نشان می HeLaسرطانی 

 JAK2/STAT3مطالعات نشان داده است که ملیتین سبب القاء رسپتورهای مرگ شده و مسیر 
آپپتوزی ملیتین  (، اثرات2۵و20کند. کونگ و همکاران ) های سرطانی تخمدان مهار می را در سلول

، EndoGهای  ها دریافتند که بیان پروتئین بررسی کردند. آن SGC-7901را بر رده سلولی سرطانی 
Cyt c ،Caspase 3  وAIF های  در سلولSGC-7901های کنترل  طور معناداری بیشتر از نمونه ، به

های  در سلول Fasو  8سپاز ها با ملیتین، اثری بر بیان کا که در معرض قرارگیری سلول بود؛ در حالی
SGC-7901 های سرطانی معده  توان گفت که پپتید ملیتین، آپپتوز را در سلول نداشت؛ بنابراین، می

 کند؛ در صورتی که مسیر سیگنالینگ انسانی از طریق مسیرهای درونی وابسته به میتوکندری القاء می
Fas/FasL ( 21در آپپتوز القاء شده توسط ملیتین نقشی ندارد.) دست آمده از این مطالعات  نتایج به

 با مطالعه حاضر همخوانی ندارد.
ای در درمان سرطان دهانه رحم حاصل شده است، اما هنوز هم  اگرچه پیشرفت قابل ملاحظه

مطالعه حاضر  MTTجش دست آمده از سن شود. نتایج به مقاومت در برابر مرگ سلولی مشاهده می
مانی  با روش وابسته به دوز و غلظت، سبب افزایش سمّیت و کاهش زنده HL-7دهد که پپتید  نشان می

 A549و  MCF-7های سرطانی  در سلول HL-7سلولی شد. اثرات مهارکنندگی رشد مشابهی از پپتید 
ای خون محیطی  هسته های تک مشاهده شده است، بدون اینکه اثر ضد تکثیری معناداری بر سلول
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(. در مطالعه حاضر نشان داده شد که سازوکار مرگ سلولی 28،29( داشته باشد )PBMCsانسانی )
دست آمده از  های به همراه بود. بنابراین، یافته 8و کاسپاز  1، با فعال شدن کاسپاز HL-7ناشی از پپتید 

توان آن را  بود که می Helaهای سرطانی  بر القاء عدم رشد سلول HL-7این مطالعه، بیانگر اثر پپتید 
 دانست.  Fasاندازی مسیر سیگنالینگ وابسته به  نتیجه راه
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