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  چكيده
 از بسياري و؛ است ايمني سيستم در ها لنفوسيت عملكرد لاينفك جزو آپوپتوز و تكثير :هدف و مقدمه

 لقاكنندةا كرده، گيري هدف را سلولي سيكل وينكريستين مانند ضدسرطان درماني شيمي داروهاي

 سلولي مرگ ،شوند مي تقسيم بيشتر كه هايي سلول ،عبارتي به و هستند سرطاني هاي سلول در آپوپتوز

 پاسخگو و تكثير حال در نرمال هاي لنفوسيت حال شامل است ممكن كه شوند متحمل مي نيزرا  بيشتري

 ضدسرطاني داروي كسيكسايتوتو آثار مقايسه بررسي ،مطالعه اين هدف لذا ؛بشود نيز ها بدخيمي به

 سلول بر آن اثر با مقايسه در تكثير حال در و استراحت حال در طبيعي هاي لنفوسيت بر وينكريستين

  .  است سرطاني

  

 شده، تهيه موش طحال از طبيعي هاي سلول و شد داده كشت BCL1 سرطاني سلولي رده :ها روش و مواد

 هاي غلظت در وينكريستين داروي اثر. وادار شدند يرتكث به ميتوژن از استفاده با و شدند داده كشت

 رده بر دارو همين اثر مقايسه و موش طحال تكثير حال در و نرمال هاي لنفوسيت ها سلول اين بر مختلف

 و گيري اندازه MTT تست توسط دارو سايتوتوكسيسيته درصد. شد بررسي زمان سه در BCL1 لنفوم

IC50 اتيديم دوگانه آميزي رنگ روش به آپوپتوتيك هاي سلول رصدد. شد محاسبه مختلف زمانهاي 

  .آمد دست به فلورسانس ميكروسكوپ با مشاهده و اورنج آكريدين و برمايد

  

 سايتوتوكسيك اثر وينكريستين ليتر ميلي بر ميكروگرم 5 غلظت كه داد نشان MTT نتايج :نتايج

 اثر زمان گذشت با نيز ليتر ميلي بر مميكروگر 2 غلظت و دارد BCL1 سلولي رده بر توجهى قابل

 10 و 20 هاي غلظت تكثير، حال در و نرمال هاي لنفوسيت در. دهد مي نشان ا ر خود سايتوتوكسيك

 اثر 5 از كمتر هاي غلظت ولي ؛شوند مي سلولي مير و مرگ باعث دارو ليتر ميلي بر ميكروگرم

 ميكروگرم 5 از كمتر هاي غلظت كه حالي در رندندا استراحت حال در هايسلول بر چنداني سايتوتوكسيك

 داري معني سايتوتوكسيك اثر ساعت 72 تيمار از بعد تكثير حال در هايسلول در ليتر ميلي بر

 ميكروسكوپ با شده مشاهده دارو مختلف هاي غلظت از ثرمتأ آپوپتوتيك هاي سلول درصد. دادند نشان

  . بود متناسب MTT تست در دارو هاي غلظت همان آمده دست به سايتوتوكسيسيته درصد با فلورسانس

  

 هاي سلول در و است سرطاني هاي سلول بر دارو اين توكسيك اثر بيشترين رسد نظرمي به :گيري نتيجه

  .وابسته است ،سلولي فعاليت و زمان به شدت به طبيعي

  

 طحال هاي لنفوسيت ستين،وينكري ،)لنفوم سرطاني رده( BCL1 سلولي، تكثير آپوپتوز،: كليدي واژگان

  موش
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 مقدمه

شوند و حياتشان با آپوپتوز   يمتولد م ها با ميتوز سلول
هر دو، فرايندهاي فعال و فيزيولوژيك  ؛رسد مي پايان به

ميتوز و آپوپتوز مختل شود،  ميانوقتي توازن . هستند
 ،وسيله آپوپتوز به. سرطان است ،يكي از پيامدها

غيرمفيد طي رشد و فرايندهاي هاي ناخواسته و  سلول
ويژگي  )1(شوند كن مي بيولوژيك طبيعي ديگر ريشه

كنترل  رويه و غيرقابل تقسيم بي ،هاي سرطاني سلول
با سلول مجاور،  هنگام تماس ،هاي طبيعي سلول. است

 »تماسي مكانيسم مهار«كنند كه  مي تقسيم را متوقف
هاي  لفرايند تقسيم سلولي چه در سلو. شود مي شناخته

سرطاني از طريق سيكل سلولي هاي  طبيعي چه در سلول
درماني براي كشتن  ميتوانايي شي ).2(شود مي انجام
اش براي  وابسته به تواناييهاي سرطاني  سلول

داروها با  بيشتر. كردن تقسيم سلولي است متوقف
 ؛دهند مي اين كار را انجام DNAو   RNAرساني به  آسيب

تر در حال تقسيم هستند  كه سريع هايي  بنابراين سلول
 ؛شوند درماني كشته مياثر شي برتر است كه  بسيار محتمل

  ).3(كنند مين داروها همچنين آپوپتوز را القااي
بيشتر  ،هاي مختلف تكثير سلولي زماني بررسي جنبه

 ،ها كه به نقش اين پديده در لنفوسيت شود مهم مي
تكثير و مرگ  .كنيم بازوي اساسي در سيستم ايمني توجه

هاي سيستم  دو فرايند مهم در روند پاسخ سلول ،سلولي
يمني تحت ا دهي ها طي پاسخ لنفوسيت. ندايمني نيز هست

 اصطلاح بهگيرند كه  ميروند تقسيم ميتوزي قرار
كردن  بعد از فروكش. شود مي ناميده 1»گسترش كلونال«

يابد و  مي كاهشها  تعداد لنفوسيت ،ي ايمنيها پاسخ
  ).4(دشو وستاز برقرارميهم

ضدسرطاني است كه براى  يداروي ،وينكريستين
 وينكريستين دارويي از ).5(سيكل سلول ويژگي دارد

خانواده وينكاالكالوييدهاست كه در تركيب با ديگر 
. شود مي استفاده  ميعوامل در درمان لنفوم و لوك

وينكاالكالوييدها عوامل ضدميكروتوبولي هستند كه 

                                                                 
1. Clonal expansion 

ها  ز طريق تداخل با عملكرد طبيعي ميكروتوبولا اصل در
 G2-M فاز ميانو توقف پيشرفت چرخه سلولي 

اين  ،وينكريستيناثر مكانيسم با توجه به . كنند مي اثر
بر مرحله ميتوز  عنوان يك داروي اثرگذار هدارو ب
 هاياثربررسي هدف با حال تكثير،  هاي در سلول

ال استراحت و هاى طبيعي در ح احتمالي آن بر سلول
دارو بر اين  تأثيرهايو با انتخاب طبيعي درحال تكثير 

ومير سلولي و  ه سلولي سرطاني از نظر ميزان مرگرد
، بررسي اثر هدف اين مطالعه .دش وقوع آپوپتوز مقايسه

تأكيد مطالعه بر طور خاص نيست بلكه  وينكريستين به
از  .گيرنده تقسيم سلولي است اثر داروهاي هدف

 اثر يست ولها يتبر لنفوس يكض دارو اثر توكسعوار
گو در پاسخ كه سلول يردر حال تكث يتبر لنفوس آن

  .است مانده باقينامعلوم   سيستم ايمني است

  ها مواد و روش

 )ساخت شركت ريختر آلمان(داروى وينكريستين 
 RPMI1640و با استفاده ازمحيط كشت  شد تهيه

ليتر  كروگرم بر ميليمي 5/0و 1، 2 ،5، 10، 20 هاي غلظت
  .شدند فراهماز دارو 

 هاي طحال جداسازي سلول
عنوان منبع  به BALB/cهاي طحال موش  سلول

آوردن  دست براى به .ندشد هاي طبيعي انتخاب سلول
هاي طحال موش  سلول درحال تكثير به گروهي از سلول

بعد از كشتن  .افزوده شد) A )ConA محرك كانكاوالين
ر با استفاده از قيچي و پنس استريل و در موش با اتيل ات

داخل يك به شرايط استريل، طحال موش جدا شد و 
 RPMI 1640(Gibco)پتري ديش استريل محتوي محيط 

از پنس استريل  با فشردن طحال با استفاده. منتقل شد
ر محيط كشت صورت سوسپانسيون د هاي طحال به سلول

سي   سي 15كون شده به لوله فال هاي جدا سلول. رها شد
درجه  13ها دردماي  سانتريفيوژ سلول ه،منتقل شد

 10به مدت  )g × 500( دور در دقيقه 1500سانتيگراد و 
مايع رويي  ،بعد از سانتريفيوژ. شد دقيقه انجام

شده بافر هاي سانتريفيوژ شد و به سلول دورريخته
بافر ليزكننده از . افزوده شدهاي قرمز  گلبولليزكننده 
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و ) در آب مقطر ميحج –وزني % (206/0تريس 
) حجمي( 10به  1نسبت  به درصد 83/0 كلريدآمونيوم

قيقه در د 2هاي طحال به مدت  سلول. بود شده ساخته
ليز  هاي قرمز گلبول گرفتند تامعرض بافر ليزكننده قرار

 اغلب،ها كه  ساير سلول جلوگيري از ليز براي. شوند
ه سرم جنين گاوي بلافاصله به لول لنفوسيت هستند

(FBS1) هاي  سانتريفيوژ براي حذف گلبول. افزوده شد
 دور 1500گراد و  درجه سانتي 13قرمز ليزشده در دماي 

دو مرحله . شد دقيقه انجام 10به مدت ) معادل (دقيقه  در
سانتريفيوژ نيز  آن و متعاقب RPMIمحيط  شستشو با

ه محيط ماند هاي باقي به سلول. شد ها انجام روي سلول
بررسي درصد  براي .افزوده شد FBSدرصد  10 كشت با

آميزي سلول  شده زنده از طحال از رنگي جداها سلول
شد  شاهده با ميكروسكوپ نوري استفادهبا تريپان بلو و م

و شمارش سلولي با لام نئوبار زير ميكروسكوپ نوري 
هاي  درصد سلول ،هاي مكرر و در آزمايش گرفت انجام

  .درصد بود 98بالاي  زنده هميشه
  

  ها و اثر دادن دارو كشت سلول

 كشت منظور به اي خانه 96 سلول كشت پليت از
 حال در سلول آوردن دست به براى. شد استفاده ها سلول
 محرك موش طحال هاي سلول از گروهي به تكثير

 هاي سلول بارةدر. شد افزوده ConA (A) كانكاوالين
 با كنترل كنترل، هگرو شامل مختلف هاي گروه طحال
 بر ميكروگرم 25 غلظت به ConA (A) كانكاوالين محرك

 و1 ،2 ،5 ،10 ،20 هاي غلظت( دارو هاي گروه ليتر، ميلي
 دارو هاي گروه نهايت، در و) ليتر ميلي بر ميكروگرم 5/0

 هر در. بود ConA (A) كانكاوالين محرك با همراه
 يا رودا غلظت هر براي و سلول 2×105 تعداد ،چاهك
 و 48 ،24 هاي زمان براي. شد داده كشت چاهك 5 كنترل،

 درصد 5 با انكوباتور داخل جدا پليت سه ساعت 72
CO2 شد قرارداده.  

از بانك سلولي انستيتو پاستور  BCL1رده سلولي 
خريداري و در محيط كشت ) C551كد (ايران 

                                                                 
1. Fetal Bovine Serum 

RPMI1640 )Gibco ( سرم  درصد 10دارايFBS 
)Gibco (ا از ه براي انجام تست، سلول. شد داده كشت

همراه با تريپان (بعد از شمارش  ،فلاسك كشت جداشده
ه هر چاهك پليت كشت سلول سلول ب 2×104تعداد ) بلو
اي منتقل شد و بعد از يك شب انكوباسيون در  خانه 96

گراد و تعويض محيط مراحل  درجه سانتي 37دماي 
 5/0و 1، 2، 5( هاي مختلف دارو افزودن غلظت

 پيشينو ساير مواد مشابه موارد ) ليتر ميلي ميكروگرم بر
   .شد انجام

 و محاسبه درصد توكسيسيته MTT تست
 72يا  48، 24(گذشت زمان تيمار دارويي  از بعد
زير هود در  كرده، پليت را از انكوباتور خارج) ساعت

 MTTميكروليتر محلول  20شرايط استريل به هر چاهك 
دوباره و شد افزوده ) سالينرمال ندر  درصد 5غلظت (
پليت . )iiii( گرفتساعت قرار 4خل انكوباتور به مدت دا

موازنه در سانتريفيوژ  برايپليت ديگري  ه،توزين شد
گراد به  درجه سانتي 27سانتريفيوژ در دماي . شد تهيه

بعد . گرفت دقيقه انجام در دور 2000دقيقه در  10مدت 
شد  ها به دقت تخليه از سانتريفيوژ محيط داخل چاهك

رنگ در چاهك باقي  هاي بنفش الكه كريست طوري به
اسيد  0.04N (   ها ايزوپروپانول اسيدي  به چاهك. بمانند

 ؛شوند ها حل اضافه شد تا كريستال) كلريدريك
نانومتر با  492جذب نور در طول موج  ،نهايت در

اسب ميزان جذب متن. شد ريدر خوانده –دستگاه الايزا 
گرفتن ميانگين جذب فعاليت حياتي است و با درنظربا 

، درصد 100عنوان  هب) فاقد دارو(گروه كنترل 
   .توكسيسيته محاسبه شد
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A      B 
 

   
C      D  

 ET/AOها با  سلول .ساعت 48هاي مختلف داروي وينكريستين در زمان  غلظت از ثرأمت BCL1رده سلولي . 1 تصوير

  .شدند ي و با ميكروسكوپ فلورسانس مشاهدهآميز  رنگ

  

بدون افزودن دارو با  BCL1گروه كنترل رده سلولي
طور  هاي زنده با فلورسانس سبز به سلول. x40بزرگنمايي 

 از ثرأگروه مت -  B. شود مي غالب در اين گروه مشاهده
. x40دارو با بزرگنمايي  ليتر ميكروگرم بر ميلي 5غلظت 

ك با فلورسانس قرمز در اين گروه سلولهاي آپوپتوتي
 از ثرأگروه سلولي مت - C. شود مي طور غالب ديده به

. x20با بزرگنمايي  دارو ليتر ميكروگرم بر ميلي 2غلظت 
هاي زنده با  تعداد سلول ،شود مي طوركه مشاهده همان

هاي آپوپتوتيك با  سلول تاحدي بيشتر ازفلورسانس سبز 
 . طور كامل، غالب نيست است؛ ولي بهفلورسانس قرمز 

D- ليتر ميكروگرم بر ميلي 1غلظت  از ثرأگروه سلولي مت 
هاي زنده با فلورسانس  سلول. x40با بزرگنمايي  دارو

  .سبز جمعيت غالب اين گروه است
  مشاهده ميكروسكوپي آپوپتوز

هاي دارو و  هاي منتخب از غلظت هاي گروه سلول
 ششت كشت در پلي) با و بدون محرك(گروه كنترل 

ها  ساعت سلول 48بعد از طي . شدند داده اي كشت خانه
شدند و با تركيب رنگ اتيديوم  شستشوداده PBS1با 

شدند و با  آميزي آكريدين اورنج رنگ/برمايد
 BX51مدل  OLYMPUSميكروسكوپ فلورسانس 

هاي  تعيين نسبي تعداد سلول منظور بهشدند و  مشاهده
آكريدين اورنج هم . شد امآپوپتوتيك و زنده شمارش انج

كند و  هاي زنده نفوذمي هاي مرده و هم به سلول به سلول
شدن  دهد كه نتيجه داخل فلورسانس سبزرنگ انتشارمي

دو رشته است بنابراين با  DNAاين رنگ در ) اينتركاله(
توان سلول زنده را از غيرزنده  ي نمييتنها اين رنگ به

 DNAعد از اتصال به اتيديوم برمايد ب .)6( داد تشخيص
اند  شدهرا متحمل غشايي  هايهايي كه تغيير سلول

 كند فلورسانس قرمز منتشر مي ،)هاي آپوپتوتيك سلول(
توان  مي ET/AO2آميزي دوگانه  با استفاده از رنگ .)7(

                                                                 
1. Phosphate buffered saline 
2. Ethidium bromide / Acridine orange 
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هاي زنده و آپوپتوزشده را زير  سلول ميانافتراق 
بعد از شمارش و  ؛كرد ميكروسكوپ فلورسانس مشاهده

صورت تصادفي از  بهنيز ها  عكسمحاسبه درصد، 
   .شد هاي مختلف پليت گرفته بخش

  محاسبات آماري

اساس جذب نور به روش صد سايتوتوكسيسيته بردر
T-test   وANOVA هاي مختلف با  نتايج گروه. شدتفسير

 p<0.05و  گرفت انجام ANOVAاستفاده از آزمون آماري 
  .شد ي درنظرگرفتهبودن از نظر آمار دار براي معني

  ها يافته

  هاي سرطاني  بررسي آپوپتوز در سلول

هاي  سلول سلول از 200تعداد  ،در هر گروه
زير  ،طور تصادفي به ET/AOشده با  آميزي رنگ

هاي  شدند و درصد سلول ميكروسكوپ فلورسانس شمارش
از دارو بعد از گذشت  ثرأهاي سلولي مت گروه در آپوپتوتيك

آمد و مشخص شد كه ميزان آن با  دست ساعت به 48
بدين صورت  يابد؛ مي افزايش شدت بهافزايش غلظت دارو 

بدون (ه كنترل رده سلولي هاي گرو كه اين مقادير در سلول
 ، 5/0هاي   غلظت ثر ازأو در رده سلولي مت درصد 4) دارو

 51 ، 24 ، 18.5ترتيب  ليتر به ميكروگرم بر ميلي 5و  2 ، 1
  ).1جدول(درصد بود  52و 

از (ها در شرايط مختلف  هاي حاوي سلول از پليت
في  طور تصاد ي نيز بهيها عكس) جمله كنترل و دارو

شود  مي طوركه ديده همان). 1- 3تصاوير (شدند  گرفته
در حضور هاي در وضعيت آپوپتوتيك  نسبت سلول

  . افزايش است هاي بالاتر دارو روبه غلظت
 BCL1 هاي  اتي سلولفعاليت حيثير وينكريستين بر أت

  :ساعت  72و  48 ، 24در سه زمان 
هاي با غلظت  جذب نوري چاهك با استفاده از

ها  نمودار درصد فعاليت حياتي سلول ،مختلف دارو
 1 كه در نمودارطور همان). 1 نمودار( شد رسم

ليتر دارو در  ميكروگرم بر ميلي 5غلظت  ،شود مي مشاهده
هاي  داري بر سلول معنيهر سه زمان اثر سايتوتوكسيك 

ميكروگرم بر  2كه غلظت  حاليدر ؛داد نشان BCL1رده 

اثر سايتوتوكسيك  ساعت 48ر دارو بعد از تيما ليتر ميلي
اثر و كمتر، ليتر  ميكروگرم بر ميلي 1 هاي داشت و غلظت

زمان  مقايسه هم. ندادند داري نشان سايتوتوكسيك معني
در سه زمان ا كنترل به شكل درصد در مقايسه باثر دارو 

  .مشاهده است قابل 1Dمذكور در نمودار 
هاي  سلولفعاليت حياتي ثير وينكريستين بر أت

 ساعت 72و  48 ، 24طحال در سه زمان 
هاي با غلظت مختلف  چاهك جذب نور با استفاده از

هاي نرمال  نمودار درصد فعاليت حياتي سلول ،دارو
 متعاقب اثر ،ساعت 72و  48 ، 24سه زمان  طحال در

). 2 نمودار( شد هاي مختلف وينكريستين رسم غلظت
 20هاي  غلظت، شود مي مشاهده 2طوركه در نمودار  همان

ساعت  72و  48 ، 24ليتر در  ميكروگرم بر ميلي 10و 
در حال (هاي نرمال  دار سلول مير معنيو باعث مرگ

اثر  10 كمتر از هاي غلظت. طحال شدند) استراحت
ندادند  ساعت نشان 24داري را در  معني يكسايتوتوكس

ساعت اثرگذاري  72و  48اما با گذشت زمان بعد از 
شد و  ي در حال استراحت مشاهدهها دارو بر سلول

 ،طحال هاي در حال استراحت سلولدارو بر كه داد  نشان
  . اثر سايتوتوكسيك وابسته به غلظت و زمان دارد

هاي در حال  لولسفعاليت حياتي ثير وينكريستين بر أت
   ساعت  72و  48 ، 24تكثير طحال در سه زمان 

هاي در حال تكثير طحال  درصد فعاليت حياتي سلول
هاي مختلف  ساعت متعاقب اثر غلظت 72و  48 ، 24در 

اثر  ،هاي مورد آزمايش داد همه غلظت وينكريستين نشان
. ها دارند داري بر اين سلول سايتوتوكسيك معني

هاي در حال  در سلولك وابسته به غلظت اثرسايتوتوكسي
هاي بالاتر  شد به اين صورت كه غلظت تكثير مشاهده

  ). 3 رنمودا( ندشد ثمير بيشتري را باعو مرگ
طحال در (مقايسه درصد حياتي سه گروه سلولي 

طحال در حال تكثير و رده سلولي  ،حال استراحت
BCL1 (داروي وينكريستينند كه داد نشان 4در نمودار 

طحال در  ،ترتيب بر رده سلولي ي يكسان بهها در غلظت
بيشترين اثر  ،و در حال استراحت حال تكثير

  . سايتوتوكسيك را داشت
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A                                                             B 
 

                  

C                                                                            D  
   .ساعت 48هاي مختلف داروي وينكريستين در زمان  غلظت از ثرأمت هاي طحال طبيعي سلول. 2تصوير 

                

A                                                                     B  

                

C                                                                              D 
ها با  سلول .ساعت 48هاي مختلف داروي وينكريستين در زمان  غلظت از ثرأمت هاي طحال در حال تكثير سلول. 3تصوير  

ET/AO شدند آميزي و با ميكروسكوپ فلورسانس مشاهده  رنگ.    

A- 40 نماييگروه كنترل بدون افزودن دارو با بزرگx .  
B  - دارو با بزرگنمايي  ليتر ميكروگرم بر ميلي 20 غلظت از ثرأگروه متx40 .هاي آپوپتوتيك با فلورسانس قرمز  سلول

با بزرگنمايي  دارو ليتر ميكروگرم بر ميلي 10غلظت  از ثرأگروه سلولي مت - C. شود مي طور غالب ديده در اين گروه به
x20 . D- با بزرگنمايي  دارو ليتر ميكروگرم بر ميلي 5غلظت  از ثرأگروه سلولي متx40.  
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آميزي و با ميكروسكوپ   رنگ ET/AOها با  سلول

گروه كنترل بدون افزودن  -A  .شدند فلورسانس مشاهده
هاي زنده با فلورسانس  سلول. x40دارو با بزرگنمايي 

گروه  -  B. شود مي طور غالب در اين گروه مشاهده سبز به
دارو با  ليتر ميكروگرم بر ميلي 20 غلظت زا ثرأمت

هاي آپوپتوتيك با فلورسانس  سلول. x 40بزرگنمايي 

گروه  -  C. شود مي طور غالب ديده قرمز در اين گروه به
با  دارو ليتر ميكروگرم بر ميلي 10غلظت  از ثرأسلولي مت

شود تعداد  مي طوركه مشاهده همان. x40بزرگنمايي 
هاي با  به سلول نسبتورسانس سبز هاي زنده با فل سلول

 از ثرأگروه سلولي مت -D . است  فلورسانس قرمز بيشتر
  .x40با بزرگنمايي  دارو ليتر ميكروگرم بر ميلي 5غلظت 

  هاي آپوپتوتيك در مشاهده ميكروسكوپي درصد سلول. 1جدول 

  رده سلولي شده تعداد سلول شمارش  هاي آپوپتوتيك درصد سلول
  غلظت دارو

  )ليتر روگرم بر ميليميك(

4%  200 0  

18.5% 200  0.5  

24%  200  1 
51%  200  2  

52% 200  5 
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20

40

60

80

100

120

5 2 1 0.5 0
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V
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b
il

it
y

 %
 B

C
L

1
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72 hr

 
هاي مختلف  غلظت متعاقب اثر  72و  48 ، 24 سه زمان در BCL1رده  يها درصد فعاليت حياتي سلول .1نمودار 

شد و در معرض دارو با  داده كشتاي  خانه 96 پليتدر هر چاهك  2×104ها به تعداد  سلول .MTTدر تست  وينكريستين

ميانگين جذب . شد ساعت انجام 72و  48، 24بعد از  MTTقرارگرفتند و تست ) محور افقي نمودار(هاي مختلف  غلظت

، )محور عمودي(شد  ها با آن مقايسه شد و درصد توكسيسيته در بقيه گروه درنظرگرفته 100نوري گروه كنترل معادل 

p<0.05 است شده درنظرگرفته.  
  

 محاسبه
1IC50 

- آمده در دستگاه الايزا دست پس از تبديل جذب به
ظتي به درصد سايتوتوكسيسته، غل MTTريدر از تست 
ها  مير سلولو مرگ درصد 50تواند موجب  از دارو كه مي

نتايج مربوط به  2در جدول  ).8( دشو شود محاسبه مي
IC50 50تواند موجب  شود يعني غلظتي كه مي مي ديده 

در هر سه  MTTاساس تست و بر ومير شود مرگ درصد
شود  مي طوركه مشاهده همان. است زمان محاسبه شده

                                                                 
1. half maximal inhibitory concentration 

به  پذيري را نسبت بيشترين آسيب ،هاي سرطاني سلول
 IC50ميزان  ،هاي طبيعي سلول بارةدارو دارند ولي در

 درصد 50براي مشاهده . سته به زمان استواب شدت، به
هاي در حال  سلول ساعت، در 24آسيب سلولي ظرف 
ليتر از دارو  گرم در ميلي كرومي 23استراحت به بيش از 

گرم در  ميكرو 5/9كه غلظت حدود  حالينيازداريم در
ساعت  72ميزان آسيب را ظرف تواند همين  ليتر مي ميلي

هاي در حال تكثير نيز بيشترين  سلول ؛ايجادكند
  .دهند مي ساعت نشان 72پذيري خود را در  يبآس
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 هاي مختلف وينكريستين غلظت متعاقب اثر ساعت 72و  48 ، 24 سه زمان درنرمال طحال  يها سلولدرصد فعاليت حياتي . 2نمودار 

محور (هاي مختلف  شد و در معرض دارو با غلظت داده كشتاي  خانه 96 پليتدر هر چاهك  2×105ها به تعداد  سلول .MTTدر تست 

 100ميانگين جذب نوري گروه كنترل معادل . شد ساعت انجام 72و  48، 24بعد از  MTTست قرارگرفتند و ت) افقي نمودار

  .است شده درنظرگرفته p<0.05، )محور عمودي(شد  ها با آن مقايسه شد و درصد توكسيسيته در بقيه گروه درنظرگرفته

  

  

   .MTTدر تست  هاي مختلف وينكريستين غلظت ساعت متعاقب اثر 72و  48 ، 24هاي در حال تكثير طحال در  سلول درصد فعاليت حياتي. 3نمودار 

  

ساعت  48در  BCL1طحال در حال تكثير و رده سلولي  ،طحال در حال استراحت ;وه سلوليگرمقايسه درصد حياتي سه . 4نمودار 

و در حال استراحت، بيشترين اثر طحال در حال تكثير  ،ترتيب بر رده سلولي هاي يكسان به دهد داروي وينكريستين در غلظت مي نشان

  .سايتوتوكسيك را داشت

  

  ليتر  طحال بر حسب ميكروگرم بر ميلي تكثير هاي نرمال و در حال سلول ، BCL1داروي وينكريستين بر رده سلولي  IC50.  2جدول 
Cancerous cell line (BCL1)  Proliferating normal cells  normal cells Resting Treatment time  

 4.19   8.18 23.15  24 hr  
3.76  8.48  10.59  48 hr  
3.12  2.94  9.52  72 hr  
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 96 پليتدر هر چاهك  2×105ها به تعداد  سلول
هاي  شد و در معرض دارو با غلظت داده كشتاي  خانه

 MTTقرارگرفتند و تست ) افقي نمودارمحور (مختلف 
ميانگين جذب . شد ساعت انجام 72و  48، 24بعد از 

شد و درصد  درنظرگرفته 100نوري گروه كنترل معادل 
محور (شد  ها با آن مقايسه توكسيسيته در بقيه گروه

  .است شده درنظرگرفته p<0.05، )عمودي

  

  گيري و نتيجه بحث
اثر  2012در سال  و همكارانش 1اوزالپة مطالعدر 

و ميزان آپوپتوز  TVTوينكريستين بر بافت تومور 
كارگيري  كه به ندداد نتايج نشان شد و القاشده بررسي

بر القاي آپوپتوز، از  شده وينكريستين علاوه بندي زمان
i( )6(كرد مي هاي تومور نيز جلوگيري تكثير سلول ii ii ii i(در  ؛

ي مختلف ها مطالعات ديگر نيز اثر وينكريستين بر رده
تنهايي يا همراه  به SKOV3 و  Hella، A549سرطاني مثل 

تعيين ميزان آپوپتوز القاشده  منظور به ديگر هاي با تركيب
بسته به شد كه همگي كه اثر سايتوتوكسيك وا بررسي

  . )9(دادند زمان وينكريستين را نشان
ژنوتوكسيك  آثارروي  Ibruljو  Nefić 1999در سال 

 inصورت  هاي خون محيطي به تين بر لنفوسيتوينكريس

vitro ا هاي خون محيطي ر ها لنفوسيتآن. كردند مطالعه
هاي مختلف  ها را در معرض غلظت اين سلول جداكرده،

كردند  ثابت قراردادند و in vitro وينكريستين در شرايط 
هاي  هاي خون محيطي در معرض غلظت وقتي لنفوسيت

قرارگرفتند ) ليتر ميكروگرم بر ميلي 1/0تا  05/0(كمتر 
كه قرارگيري در  حالي؛ درشد شان تحريك فعاليت ميتوزي

 20و  1 ،5/0هاي  غلظت(هاي بالاتر  تمعرض غلظ
طور  هها را ب تكثير لنفوسيت) ليتر ميكروگرم بر ميلي

هاي بالا باعث  غلظتهمچنين  ؛داد دار كاهش معني

به شكل   ميپيدايش آنافاز نامنظم و توزيع كروموزو

اما تاكنون  ؛)10(هاي مذكور شد نامنظم در سلول

                                                                 
1. Ozalp  

درماني بر  يبر اثر اين داروي شيم اي مبني مطالعه
در مطالعه . بود نشده هاي در حال تكثير طبيعي انجام ولسل

هاي  آمده براي سلول دست به IC50حاضر با توجه به 
گرفت اثر داروي وينكريستين بر  نتيجه توان طحال مي

هاي در حال استراحت طحال  هاي نرمال و سلول سلول
يعني  ، زمان گذشتبا  .استوابسته به زمان و غلظت 

توتوكسيك بر ساعت بالاترين اثر ساي 72 از پس
خصوص در حال تكثير طحال را  هاي نرمال و به سلول

هاي بالاتر دارو  طور غلظت و همين كرد  مشاهده  توان مي
يتر اثر سايتوتوكسيك ل بر ميلي ميكروگرم 10و 20 مانند

با توجه  .تر دارو دارند هاي پايين غلظت به  بيشتري نسبت
آمده براي رده سلولي نيز اثر وابسته به  ستد به IC50به 

اما اين  كرد مشاهده توان غلظت دارو را ميزمان و 
مشابه اثرگذار بر رده سلولي هاي سايتوتوكسيك  غلظت
ميكروگرم بر  5تر مثلا  هاي طحال پايين به سلول نسبت
ي در ها رده سلولي با سلول IC50مقايسه  .استليتر  ميلي

 كه دهد مي ساعته نشان 72مار تكثير پس از تيحال 
پذيرتر از رده سلولي  ير آسيبي در حال تكثها سلول

ي در ها واقع با افزايش زمان تريتمنت لنفوسيتهستند؛ در
   .   شوند ميحال تكثير بيشتر متحمل مرگ سلولي 

 مانند ،ضدلنفوم درماني ميشي داروهاي امروزه
 عملكرد رينت مهم ؛دارند  گسترده اي استفاده وينكريستين

 اختصاصي ،دارو اين ،است آپوپتوز القاي داروها اين
 باعث شده، متصل ها توبولين به كه است سلولي سيكل

 همچنين ؛شود مي ها ميكروتوبول دپليمريزاسيون
 به توبولين زيرواحدهاي پليمريزاسيون از وينكريستين
 كه آنجا از كند مي  جلوگيري نيز ها ميكروتوبول
 دارند دخالت ميتوزي دوك تشكيل در ها ميكروتوبول

 پويايي و ديناميك با عامل اين مداخله رسد نظرمي به
 چرخه كرده، مختل را سلولي تقسيم ها، ميكروتوبول

 ؛)6( است آپوپتوز القاكننده و كند مي متوقف را سلولي
 هستند ايمني سيستم اجرايي بازوي ها لنفوسيت ،طرفي از
 به توجه با.) 4( است يمنيا پاسخ لاينفك جزو ،تكثير و

 را سلولي چرخه كه وينكريسين عمل مكانيسم
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 كه گيرند قرارمي هدف بيشتر هايي سلول و گيرد مي هدف
 اثر خصوصدر بيشتر هاي بررسي ،شوند مي تقسيم بيشتر

 حال در فعال هاي سلول بر داروها از گروه اين توكسيك
 ضروري تكثير حال در هاي لنفوسيت مانند ،تكثير

 جهت در طرفي از توانند مي مطالعات اين. رسد مي نظر به
 طبيعي تكثير حال در سلول ميان هاي تفاوت شدن روشن

 طرف از و باشند مفيد سرطاني تكثير حال در سلول و
 بر داروها اين ناشناخته و احتمالي عوارض  برخي ،ديگر
 را ايمني سيستم در پاسخ حال در و فعال هاي سلول
    . سازند روشن
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Asbtract 
 
Background and Objective: Proliferation and apoptosis of lymphocytes 
are essential parts of the immune system. Most anti-cancer 
chemotherapy drugs such as vincristine target cell cycle and induce 
apoptosis in cancer cells .In other words, dividing cells undergo more 
apoptosis, which may also include the normal proliferating lymphocytes 
responsive to malignancies as well.  
 
Materials and Methods: In this study, the effect of different 
concentration of vincristine at three different time periods on resting and 
proliferating spleen lymphocytes were evaluated and compared with the 
effect of the drug on mouse lymphoma cell line BCL1. The cytotoxicity of 
vincristine was determined by MTT assay and IC50 was calculated for all 
periods. The cells were also stained with double staining acridine orange 
and ethidium bromide and were observed with fluorescence microscope 
and the percentage of apoptotic cells were determined.  
 
Results: MTT results showed that vincristine at concentrations of 10 and 
20 µg/ml caused cell death in both resting and proliferating lymphocytes, 
but concentrations<5 µg/ml did not show any significant cytotoxic effect, 
while concentrations of 2 and 5 µg/ml showed significant cytotoxic effect 
on BCL1 cells. The percentage of the apoptotic cells which were affected 
by different concentrations of the drug was proportional in the two 
methods, i.e. fluorescence microscope and MTT assay. 
 
Conclusion: Vincristine has a strong cytotoxic effect in tumor cells and 
its toxic effect in normal cells is highly dependent on time and the 
activation of the cells. 
 
Key words: Apoptosis, Proliferation, BCL1 (lymphoma cell line), 
Vincristine, Spleen  
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