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 چکیده

هاي سرطانی از طریق  ترین فلاونوئید موجود در مرکبات، داراي اثرات ضد سرطانی در برخی از سلول فراوان به عنوانهسپریدین  :سابقه و هدف
هاي  در این مطالعه اثرات هسپریدین در حضور و عدم حضور انسولین بر روي بقا و آپوپتوز سلول. باشد تحریک آپوپتوز و مهار پرولیفراسیون می

Nalm-6هاي لوسمی لنفوبلاستیک حاد که در برابر شیمی درمانی مقاوم هستند، بررسی شده است اي از سلول ، رده.  
استرپتومایسین کشت -پنی سیلین% 1سرم جنین گاوي و % 10غنی شده با   RPMI 1640در محیط کشتNalm-6 هاي  سلول :هامواد و روش

  مولار در حضور و عدم حضور انسولسن میکرو 50و  25 داده شدند و سپس اثرات سیتوتوکسیک و آپوپتوتیک هسپریدین در دو غلظت
  و الایزا با استفاده از MTT به ترتیب به روش) نانو مولار 10( Wortmanninو نیز اثرات سیتوتوکسیک و آپوپتوتیک ) نانو مولار 100( 
 Cell Death Detection ELISA Kit بررسی شد.  

در ها  لساعت، بقاي سلو 48طوري که بعد از ه شد؛ ب Nalm-6هاي  صورت وابسته به زمان باعث کاهش بقاي سلوله هسپریدین ب :هایافته
و در حضور انسولین به ترتیب % 33/29±6/3و % 57/16±75/7مولار هسپریدین بدون وجود انسولین به ترتیب  میکرو 50و  25هاي  غلظت

همچنین هسپریدین باعث افزایش آپوپتوز در غلظت هاي ). >05/0p(در مقایسه با گروه کنترل کاهش یافت % 27/28±52/8و % 81/6±5/16
برابر در حضور انسولین نسبت به گروه  17/2و  98/5برابر در عدم حضور انسولین و به میزان  84/2و  6میکرومولار به ترتیب به میزان  50و  25

  ).>05/0p(کنترل شد 
در حضور  Nalm-6هاي   تائید کننده اثرات ضد سرطانی هسپریدین از طریق تحریک آپوپتوز و مهار رشد سلول مطالعه حاضر نتایج :گیري نتیجه

طبیعی در کنار سایر داروهاي شیمی  Chemopreventiveتوان هسپریدین را به عنوان یک عامل  بنابراین می. باشد و عدم حضور انسولین می
  .درمانی در درمان سرطان پیشنهاد کرد

  ، آپوپتوز، بقاي سلولیNalm-6هسپریدین، سرطان، سلول هاي  :واژگان کلیدي

  مقدمه 
سرطان به عنوان دومین عامل اصـلی مـرگ و میـر بعـد از     

باشـد کـه    یک فرایند بلندمدت میهاي قلبی عروقی،  بیماري
و عـدم  هاي مختلـف   ژندر  طبیعی غیر ایجاد تغییرات در اثر

   رخ هـاي تنظـیم کننـده چرخـه سـلولی      تعادل در مکانیسـم 
  ). 1، 2(دهد  می

هاي معمـول درمـان سـرطان     شیمی درمانی یکی از روش
دلیل عدم سیتوتوکسیسیتی انتخابی، این نوع ه باشد اما ب می
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از ). 3(باشـد   درمان با بروز عوارض جانبی متعددي همراه می
هـاي متـداول    بـه درمـان    هـا  سوي دیگر بسیاري از سـرطان 

هـاي   بنابراین یافتن اسـتراتژي ). 4، 5(سرطان مقاوم هستند 
 بسـزایی از اهمیـت   ،جدید درمانی با عـوارض جـانبی کمتـر   

  .برخوردار است
هاي اخیر نقش ترکیبات طبیعی موجـود   از این رو در سال

ویژه فلاونوئیدها در مهـار سـرطان زایـی و    ه در رژیم غذایی ب
درمان سرطان مورد توجه بسـیاري از محققـان قـرار گرفتـه     

فلاونوئیدها ترکیبـات زیسـت فعـالی هسـتند کـه      ). 2(است 
ود در گیاهـان را  درصد از ترکیبات پلی فنولی موج 60حدود 

 ها، مغزها ها، دانه ها، سبزي و به وفور در میوه) 6(شامل شده 

ایـن  . )2، 6(شـوند   هایی نظیـر چـاي یافـت مـی     و نوشیدنی
ترکیبات پلی فنولیک بر اسـاس سـاختار مولکـولی خـود در     

ترین آنهـا عبارتنـد    گیرند که مهم هاي مختلفی قرار می گروه
هـا   ها، ایزوفلاون ها، فلاون فلاوانون ها، ها، فلاونول فلاوانول: از

فلاونوئیـد   4000تـاکنون بـیش از    .)6، 7( ها نو آنتوسیانیدی
ــایی شــده ــت  شناس ــرات  ). 7(اس ــر اث ــلاوه ب ــدها ع فلاونوئی

آلرژي  پر فشاري خون و ضد اکسیدانی، ضد التهابی، ضد آنتی
 تـداخل در مراحـل سـه    سرطانی از طریق داراي خاصیت ضد

ــه  ــی گانـ ــینوژنز مـ ــند  کارسـ ــان ). 2، 6(باشـ ــن میـ  از ایـ
یــک فلاوانــون   (Hesperetin-7-O-Rutinoside)هسـپریدین 

باشد  ترین فلاونوئید موجود در مرکبات می و فراوانگلیکوزید 
که مصرف آن غیر سمی، غیر آلرژیک و فاقد عوارض جـانبی  

ساختار شیمیایی هسپریدین را نشـان   1شکل ). 8(می باشد 
هاي اخیر اثرات بیولوژیک و فارماکولوژیک  ی سالط. دهد می

مطالعـات بیـانگر   . هسپریدین مورد مطالعه قرار گرفته اسـت 
 نقــش مــؤثر هســپریدین در بهبــود عملکــرد سیســتم قلبــی
عروقی، کـاهش سـطوح لیپیـدهاي خـون و کـاهش سـطوح       

همچنین مطالعات مختلف نقش . باشند مارکرهاي التهابی می
ید أیچی و ضد ویروسی هسپریدین را تضد باکتریایی، ضد قار

این، هسـپریدین داراي خـواص ضـد    عـلاوه بـر  ). 8(انـد   کرده
مطالعات مختلف سلولی و حیوانی بـه  . باشد سرطانی نیز می

نتـایج  . انـد  بررسی اثرات ضد سرطانی هسـپریدین پرداختـه  
نقـش هسـپریدین در مهـار    مطالعات انجـام شـده حـاکی از    

و ) 9، 10(هـاي حیـوانی    در مـدل کارسینوژنز پوست و مثانه 
نیز مهار رشد و تکثیر سلولی و همچنـین القـاي آپوپتـور در    

باشـند   مـی هاي سرطانی کولون، پسـتان و پروسـتات    سلول
)12 ،11(.  

  

  
  ساختار شیمیایی هسپریدین  .1شکل 

  
توانـد   انسـولین مـی  انـد   از سوي دیگر مطالعات نشان داده
هـاي طبیعـی و    در سـلول باعث افزایش رشد و تکثیر سلولی 

همچنین تصور ). 13(بدخیم شده و موجب رشد تومور گردد 
تواند بطور غیر مستقیم از طریق  شود هایپرانسولینمی می می

تاًثیر بر روي فاکتورهـاي رشـد شـبه انسـولین در پیشـرفت      
  ).14(کارسینوژنز نقش داشته باشد 

بنابراین با توجه به نقش هایپر انسولینمی در سرطان و با 
توجه با شیوع بالاي دیابت و سرطان، شناسایی ترکیباتی که 
قادر به آنتـاگونیزه کـردن اثـر هایپرانسـولینمی در سـرطان      

از پیشــرفت  پیشـگیري باشـند و هـم خـود عــاملی مـؤثر در     
لعـه  از این رو در ایـن مطا . سرطان باشند، حائز اهمیت است

اثرات سیتوتوکسیک و آپوپتوتیک فلاونوئیـد هسـپریدین در   
حضــور غلظــت بــالاي انســولین بــراي ایجــاد حالــت هــایپر  

و همچنین در فقدان انسولین  in vitroانسولینمی در شرایط 
 اي از سـلول  که رده Nalm-6هاي سرطانی  بر روي رده سلول

 هاي لوسمی لنفوبلاستیک حاد بـوده و مقـاوم بـه ترکیبـات    
، مورد بررسی قرار گرفتـه  )15، 16(باشند  شیمی درمانی می

ــرات سیتوتوکســیک و  . اســت ــه اث ــن مطالع ــین در ای همچن
ه ب  Wortmanninآپوپتوتیک هسپریدین در مقایسه با ترکیب

عنوان یک ترکیب ضد سرطان کـه مهـار کننـده مسـیرهاي     
، )17(انتقال پیام مؤثر در بروز و پیشرفت سرطان می باشـد  

  .شده است بررسی
  ها مواد و روش 

از بانک سلولی انستیتو پاستور تهـران   Nalm-6 هاي سلول
و سرم جنـین گـاوي    RPMI 1640محیط کشت . تهیه شدند

)FBS ( ــی ــک پن ــی بیوتی ــیلین و آنت ــین از-س   استرپتومایس
  . خریـــداري شـــدند) کشـــور آمریکـــا( Gibco کمپـــانی 

ــا خلـــوص(هســـپریدین    و ) Cat.No: 590-26-3،80>بـ
 MTT [3-(4,5-methylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyltetrazolium bromide]  از

 . خریـــداري شـــدند) کشـــور آمریکـــا( Sigmaکمپـــانی 

Wortmannin  ــانی ــور( Santa Cruzاز کمپ ــا کش ) آمریک
از انسولین انسانی تولید شده توسـط شـرکت   . خریداري شد

  . دارو سازي اکسیر فارما استفاده شد
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انجام   Nalm-6هاي این مطالعه بر روي سلول: کشت سلولی
بعـد از تهیـه، در محـیط کشـت مـایع آمـاده                       هـا  لسـلو . شد

GlutaMax  RPMI 1640   درصـد   10غنی شـده بـاFBS 1 و 
استرپتومایسـین  -درصد آنتی بیوتیک ترکیبـی پنـی سـیلین   

)U/mL 100 پنی سیلین وgµ 100 کشـت  ) استرپتومایسین
ها تا رسیدن به شرایط مطلـوب، در   پس سلولس. داده شدند

در داخـل  % 95و رطوبت % oC 37،CO2  5در شرایط دمایی 
  .انکوبه شدند) ، آلمانMemert(انکوباتور 

ه روش     تعیین اثر هسپریدین بر روي بقـاي سـلولی بـ
MTT assay :   هـاي  اثرات هسپریدین بـر روي بقـاي سـلول 

Nalm-6   توسط رنگ آمیزي با مادهMTT بـراي  . تعیین شد
 RPMI 1640در محیط کشـت   ها سلولانجام این تست، ابتدا 

میکرولیتــر محــیط کشــت  200ســپس . کشــت داده شــدند
 96سلول به هر چاهک پلیـت کشـت سـلولی     10000حاوي

در   هـا  لسلوانکوباسیون،  ساعت 24پس از . خانه اضافه شدند
دو گـروه بـا دو   (هاي مختلف تحت تیمار با هسـپریدین   گروه

، هسپریدین )یک گروه(، انسولین )غلظت متفاوت هسپریدین
دو گروه با دو غلظت متفاوت هسپریدین و (همراه با انسولین 

قــرار ) یـک گــروه ( Wortmanninو ) غلظـت ثابــت انســولین 
 نـانو  100با غلظـت  ( به این ترتیب که ابتدا انسولین. گرفتند
ــولار ــت (  Wortmanninو )م ــا غلظ ــانو 10ب ــولار ن ــه ) م   ب
دقیقـه در   30هاي مورد نظر اضافه شدند و به مـدت   چاهک

هـاي   در ادامه، هسپریدین با غلظت. انکوباتور قرار داده شدند
بـه  . هاي مورد نظر اضافه شدند مولار به گروه میکرو 50 و 25

بـه  افزوده شد و یک گروه نیز بدون تیمار  DMSOیک گروه 
براي هر    ها لسلوتیمار . گروه کنترل در نظر گرفته شد عنوان

ســاعت  48و  24در دو زمـان  Triplicate گـروه بـه صـورت    
میکرولیتـر   20هـاي مـورد نظـر     بعد از طی زمـان . انجام شد

میلـی لیتـر    1در  MTTمیلـی گـرم    MTT )5محلول آمـاده  
PBS( ساعت در  4به مدت  ها  تاضافه شد و پلیها  کبه چاه

پـس از  . انکوبه شدند %95و رطوبت % oC 37،CO2  5دماي 
. تخلیـه شـدند   ها  کاتمام زمان انکوباسیون محیط رویی چاه

هـاي   براي حل کردن رسوب DMSOلیتر میکرو 200سپس 
 10بـه مـدت   هـا   به هر چاهک اضافه شـد و پلیـت   فورمازان

در نهایـت جـذب نـوري در    . دقیقه به دور از نور انکوبه شدند
 ELISA Readerدستگاه متر با استفاده از  نانو 570طول موج 

Tek, VA, USA)-(Bio خوانده شد.  
میزان آپوپتوز در : روش الایزا جهت تعیین میزان آپوپتوز

 به روش الایزا و با استفاده از کیت Nalm-6هاي  سلول

PLUSELISA Death Detection ellC ) کمپانیRoche کشور ،
طبق پروتوکل کمپانی تولید کننده کیت صورت ) آلمان
و رسیدن به شرایط مطلوب، ها  لپس از کشت سلو. گرفت

هاي تحت تیمار با هسپریدین  گروه شامل گروه 7در ها  لسلو
 نانو 100( ، انسولین)مولار میکرو 50و  25در دو غلظت (

به ) مولار میکرو 50و  25در دو غلظت (، هسپریدین )مولار
 نانو 10( Wortmannin، )مولار نانو 100(همراه انسولین 

گروه کنترل قرار  به عنوانو یک گروه بدون تیمار  )مولار
میکرو لیتر سوسپانسیون سلولی  200براي هر گروه . گرفتند
رد خانه ته گ 96هاي پلیت  سلول به چاهک 10000حاوي 

ساعت در  48ها، پلیت به مدت  بعد از تیمار سلول. اضافه شد
پس از اتمام زمان انکوباسیون پلیت به . انکوباتور قرار گرفت

رسوب . سانتریفیوژ شد rpm1200  دقیقه در دور 10مدت 
 لیتر میکرو 200توسط  ها  کسلولی حاصل در هر یک از چاه

دقیقه در دماي اتاق  30کننده حل شد و به مدت  بافر لیز
  دقیقه در دور 10 در ادامه پلیت به مدت. انکوبه شد

 rpm 1200 سپس از عصاره سلولی هر گروه . سانتریفیوژ شد
به میزان  Triplicate صورته ب) حاوي اجسام آپوپتوتیک(

هاي میکروپلیت پوشانده شده با  به چاهک لیتر میکرو 20
لیتر  میکرو 80 استرپتاویدین اضافه شد و به هر ول

Immunoreagent هاي  حاوي آنتی بادي-histone-Anti  
 biotin  وproxidase-DNA-Anti پلیت توسط . اضافه گردید

ساعت در دماي اتاق  2به مدت  فویل چسبنده پوشانده شد و
 میکرولیتر محلول  100سپس به هر چاهک . انکوبه شد

acid) sulfonic-6-ethylbenzothiazoline-Azinobis(3 
(ABTS) منجر  که سوبستراي پراکسیداز اضافه شد به عنوان

در نهایت جذب نوري که ارتباط . به تولید رنگ سبز گردید
مستقیم با مقدار نوکلئوزوم متصل با پراکسیداز و در نتیجه 

 ELISA Readerمیزان آپوپتوز دارد، با استفاده از دستگاه 
Tek, VA, USA)-Bio(  نانومتر 405در طول موج  

  .گیري شد اندازه 
بر حسب مـورد بـا اسـتفاده از    ها  داده: ها آنالیز آماري داده

تجزیـه و تحلیـل    Way ANOVA -Oneو test -Tهـاي  آزمون
  .دار در نظر گرفته شد معنی >0p /05شدند و 

 هایافته 
به منظور بررسی اثر هسپریدین در کـاهش رشـد و بقـاي    

اسـتفاده   MTTسـنجی بـا    از روش رنـگ  Nalm-6هاي  سلول
 50و  25نشان دادند هسپریدین در هر دو غلظـت    یافته. شد

ــی     ــر معن ــاهش غی ــث ک ــولار باع ــب   میکروم ــه ترتی دار، ب
هـــاي  ، در بقـــاي ســـلول%28/13±77/4و % 65/4±38/11
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 ٢٢٢

Nalm-6 ،24  05/0(گـردد   ساعت بعد از انکوباسیون مـیp> (
عـد از  همچنین هسپریدین در همین دو غلظـت ب ). 1نمودار(

را بطــور  هــا  لتوانســت بقــاي ســلوســاعت انکوباســیون،  48
ــی ــزان    معنـ ــه میـ ــب بـ ــه ترتیـ و % 57/16±75/7داري بـ

ــد    6/3±33/29% ــاهش ده ــرل ک ــروه کنت ــا گ ــه ب در مقایس
)05/0<p) (2 نمودار .(  

ــلول   ــري سـ ــر قرارگیـ ــوي دیگـ ــرایط   از سـ ــا در شـ   هـ
انسولینمی باعث افزایش خفیف ولی غیـر معنـی دار در    هایپر

ا   رشد و بقاي سـلول  سـاعت در مقایسـه بـا گـروه      24بعـد از  هـ
 48اما اثـر انسـولین در زمـان     ).%8/2±3/82(کنترل گردید 

در همچنـین هسـپریدین   . ساعت بعد از تیمـار، پایـدار نبـود   
میکـرو مـولار در حضـور انسـولین در      50و  25هـاي   غلظت

ــایپر ــد از  شــرایط ه ــولینمی، بع ــاعت  24انس ــب س ــه ترتی ب
ــد از % 45/14±18/4و % 98/3±54/12 ــه   48و بع ــاعت ب س

هــاي  بقــاي ســلول ،%27/28±52/8و % 5/16±81/6ترتیــب 
Nalm-6 سـاعت   48این اثر مهـاري بعـد از    را کاهش داد که

 انکوباسیون در هر دو غلظت در مقایسه با گروه کنترل معنی
  ).2و  1نمودار ). (p>05/0(دار بود 

بصورت غیر معنی داري باعـث   Wortmanninعلاوه بر این 
بـه میـزان   سـاعت   24کاهش رشد و تکثیر سلولی در زمـان  

% 71/4±59/6ساعت به میزان  48و در زمان % 79/2±2/12
  ). 2و  1نمودار (گردید  درمقایسه با گروه کنترل

  

در مواجهه با  Nalm-6رده ) درصد(بقاي سلولی میزان  .1نمودار 
  ساعت 24ترکیبات مختلف طی زمان انکوباسیون 

 

  

  
  

در مواجهه با  Nalm-6رده ) درصد(میزان بقاي سلولی  .2نمودار 
 .ساعت 48ترکیبات مختلف طی زمان انکوباسیون 

* 05/0p< در مقایسه با گروه کنترل  
** 05/0p<در مقایسه با گروه انسولین  
  
اثر هسپریدین برروي القاي آپوپتوز در حضور و عدم حضور   

انسولین با روش الایـزا و توسـط کیـت اختصاصـی سـنجش      
گیـري   انـدازه  هـا  لسلوساعت پس از تیمار  48مرگ سلولی، 

دست آمده نشـان دادنـد هسـپریدین در دو    ه هاي ب داده. شد
میکرو مـولار قـادر بـه افـزایش آپوپتـوز بـه        50و  25غلظت 

، Nalm-6هـاي   در سـلول برابـر   84/2و  6ترتیب بـه میـزان   
و  >001/0p بـه ترتیـب  (باشـد   مـی نسبت به گـروه کنتـرل   

05/0p< .(اثر هسپریدین در افزایش آپوپتوز در شرایط هایپر 
 25که هسپریدین در غلظت  انسولینمی نیز پایدار بود بطوري

 17/2 میکـرو مـولار   50و در غلظـت  برابر  98/5میکرو مولار 
 به ترتیب(برابر، آپوپتوز را نسبت به گروه کنترل افزایش داد 

001/0p<  05/0وp<( .با انسولین  ها  لدر حالی که تیمار سلو
برابـر   16/1(صـورت خفیـف و غیـر معنـی دار     ه به تنهایی، ب

همچنـین  . دادمـرگ سـلولی را افـزایش    ) نسبت بـه کنتـرل  
Wortmannin   ــوز ــدید آپوپت ــث تش ــر9/1(باع ــن ) براب در ای

دار نبـود   گردید که نسبت بـه گـروه کنتـرل معنـی     ها لسلو
  ).3نمودار (
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در اثر  Nalm-6در رده ) OD(نسبی آپوپتوز  میزان .3نمودار 
  ساعت 48مواجهه با ترکیبات مختلف طی زمان انکوباسیون 

* 0001/0 p< کنترل   در مقایسه با گروه  
** 05/0 p<    در مقایسه با گروه کنترل   
† *0001/0<p در مقایسه با گروه انسولین  
  
  بحث  

در حضـور و عـدم   (در مطالعه حاضـر، اثـرات هسـپریدین    
بـر   Wortmannin، و نیـز اثـرات انسـولین و    )حضور انسولین

مـورد   Naml-6روي بقاي سـلولی و آپوپتـوز در رده سـلولی    
در این مطالعه، مطابق انتظار، هسپریدین . بررسی قرار گرفت
مــولار باعـث مهـار رشــد    میکـرو  50و  25در هـر دو غلظـت   

علـت  . گردید Naml-6هاي  سلولی و تشدید آپوپتوز در سلول
 این بود که مطالعات پیشین نشان دادهها  انتخاب این غلظت

هـاي   ر سـلول هسپریدین د  IC50 اند این مقادیر در محدوده
اگرچه برخی مطالعـات  ). 18(باشند  لنفوبلاستیک انسان می

اند که هسـپریدین اثـري در مهـار رشـد و تکثیـر       نشان داده
ــلول ــون    س ــرطانی کول ــاي س ــمی ) Caco-2) (19(ه   و لوس

)HL-60) (20 ( ،ندارد، اما اخیراً دو مطالعه، همسو با نتایج ما
فعالیت فاکتور رونویسـی  اند که هسپریدین با مهار  نشان داده

بـدخیم   هاي ، باعث کاهش رشد و توان زیستی سلولB-کاپا
کنـد   القا مـی  ها لسلولنفوبلاستیک شده و آپوپتوز را در این 

بیـان   2008و همکـاران در سـال    Parkهمچنین ). 18، 21(
کردند که هسپریدین باعث افزایش آپوپتوز و کـاهش تکثیـر   

گـردد   ، میSNU-C4لولی هاي سرطانی کولون، رده س سلول
)11.(  

هاي  از جمله اهداف این مطالعه، بررسی رشد و بقاي سلول
Naml-6     ــت ــبیه حال ــرایطی ش ــولین در ش ــور انس در حض

ــن   ــر روي ای ــر هســپریدین ب هیپرانســولینمی و همچنــین اث
هـاي    به همین منظور، سـلول . در همین شرایط بود ها  لسلو

Naml-6  مولار انسولین جهـت   نانو 100تحت تیمار با غلظت
ــرایط   ــولینمی در ش ــت هایپرانس ــبیه حال ــی ش ــاد غلظت   ایج

 in vitro اند انسـولین   مطالعات نشان داده). 22( قرار گرفتند
در این غلظت سـوپرا فیزیولوژیـک داراي اثـرات میتوژنیـک،     

  باشـد   اي مـی  پرولیفراتیو و آنتی آپوپتوتیـک قابـل ملاحظـه   
ه ساعت، ب 24سولین بعد از در مطالعه ما اگرچه ان). 25-23(

را افـزایش داد، امـا    Naml-6هـاي   صورت خفیف بقاي سلول
اثري بر روي افزایش رشد و بقا و نیز کاهش  ساعت48بعد از 

اثـر هسـپریدین در   . نداشـت  Nalm-6آپوپتوز در رده سلولی 
. همین شرایط بر روي کاهش بقا و افزایش آپوپتوز پایدار بود

 1992و همکـاران در سـال    Neelyسـت کـه   ا این در حـالی 
ــر     ــد و تکثی ــزایش رش ــث اف ــولین باع ــد انس ــاهده کردن   مش

همچنین اثر انسولین بر ). 26( گردد هاي لوسمیک می سلول
  هـاي سـرطانی پسـتان، رده سـلولی     روي افزایش رشد سلول

 MCF-7علاوه بر این، اثر انسولین ). 27( ، مشاهده شده است
ــلول   ــوز در س ــار آپوپت ــر روي مه ــاي  ب   اي از  رده( THP-1ه

). 28(اسـت   نشان داده شده) هاي لوسمی مونوسیتیک سلول
در مطالعه ما علت عدم اثر انسولین بر روي بقاي سلولی و نیز 

دلیــل ه توانــد بــ ســاعت، مــی 48میــزان آپوپتــوز در زمــان 
هـاي طـولانی    ناپایداري این ترکیب در محیط کشت در زمان

ت میزان انسولین افزوده طوري که مشخص شده اسه ب. باشد
 30ساعت به کمتر از  24شده به محیط کشت، بعد از حدود 

بنابراین بـراي بررسـی اثـر    ). 29(درصد مقدار اولیه می رسد 
انسولین بر روي مرگ سلولی بهتر بود میزان آپوپتوز در زمان 

  .ساعت بعد از انکوباسیون نیز بررسی می شد 24
ــزایش  Wortmanninدر مطالعــه حاضــر اگرچــه  باعــث اف

گردیـد امـا ایـن     Nalm-6هـاي   آپوپتوز و کاهش بقاي سلول
ــی     ــرل معن ــروه کنت ــا گ ــه ب ــرات در مقایس ــود اث  . دار نب

Wortmannin  ــتق ــتروئیدي مشــ ــت اســ ــک متابولیــ   یــ
باشـد کـه بـه     می  Penicillium Funiculosumشده از قارچ 

ــزیم     ــی آنـ ــتقیم و اختصاصـ ــده مسـ ــار کننـ ــوان مهـ عنـ
kinases-3 phosphatidylinositide  30(شـود   شناخته مـی .(

بیان و فعالیت بیش از حـد ایـن آنـزیم در بسـیاري از انـواع      
، حاضرهمسو با مطالعه ). 31، 32(است  دیده شدهها  سرطان
Wang  نشان دادند  2010و همکاران در سالWortmannin 

هاي  سلولآپوپتوتیک در  لیفراتیو و پرو داراي اثرات آنتی پرو
مطالعـه  هـاي   یافتـه ). 33(می باشد  K562ي  لوسمیک، رده

اثـرات ضـد سـرطانی هسـپریدین در هـر دو      نشان داد  اخیر
 Wortmanninمـولار بیشـتر از داروي    میکـرو  50و 25غلظت 

ایــن دارو طبــق  IC50معــادل بــا (مــولار  نــانو 10 در غلظــت
 .باشد در مقایسه با گروه کنترل می) پروتوکل کمپانی سازنده

** 
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 ٢٢٤

 تکثیــري و پــرو اي بــه بررســی اثــرات ضــد تــاکنون مطالعــه
 نپرداخته Wortmanninآپوپتوتیک هسپریدین در مقایسه با 

اند که هسپریدین باعث  ولی برخی مطالعات نشان داده. است
تشدید اثرات سیتوتوکسیک برخی از داروهاي شیمی درمانی 

بتــدا اگرچــه در ا ).18(گــردد  از قبیـل دوکسوروبیســین مــی 
یـک داروي   بـه عنـوان  مطالعات پره کلینیکی این ترکیـب را  

ه اثربخش معرفی کردند ولی استفاده کلینیکی از ایـن دارو ب ـ 
علت سمیت بالا، پایداري و حلالیت کم با چالش روبـرو شـد   

این در حالیست که  این مطالعه شواهدي را در جهـت   ).34(
اثربخشی بیشتر هسپریدین به عنـوان یـک ترکیـب طبیعـی     

هـاي   در سـلول  Wortmanninفاقد عوارض جانبی نسبت بـه  
دهد که نیاز به انجام مطالعـات   بدخیم هماتولوژیک ارائه می

  .سازد تر را نمایان می دقیق
ــان مــی   ــژوهش نش ــن پ ــایج ای ــه  در مجمــوع، نت ــد ک ده

هسپریدین در شرایط هایپر انسولینمی و در فقدان انسـولین  
سـاز   هـاي پـیش   باعث مهار رشد و القاي آپوپتـوز در سـلول  

یـد  أیضمن ت ها  هاین داد. گردد لوسمی لنفوبلاستیک حاد می

تـوان بـر    دهند کـه مـی   هاي قبلی، شواهدي را ارائه می یافته
ــل      ــک عامـ ــوان یـ ــه عنـ ــپریدین را بـ ــاس آن، هسـ اسـ

Chemopreventive   اثر بخش در کنار سایر داروهاي شـیمی
درمانی در درمان سرطان پیشـنهاد کـرد کـه البتـه نیـاز بـه       

هـاي حیـوانی    هاي تکمیلی در سطوح سلولی و مـدل  بررسی
جهت یافتن مکانیسم عمـل دقیـق ایـن فلاونوئیـد در ابعـاد      

یـد  أیجهت تمطالعات کارآزمایی بالینی یز انجام مولکولی و ن
پیشـنهاد  . باشـد  اثر بخشی این ترکیب در درمان سرطان می

گردد که در مطالعات آینده، اثرات هسـپریدین همـراه بـا     می
سایر دزهاي انسولین و  در زمان هاي مختلف مـورد بررسـی   

 .قرار گیرد
  سپاسگزاري

هزینه   .کارشناسی ارشد استاین مقاله برگرفته از پایان نامه 
اي و صـنایع   اجراي این طرح توسط انستیتو تحقیقات تغذیـه 

انستیتو  محترم از مسئولان لذا. است غذایی کشور تأمین شده
  .گردد اي و صنایع غذایی کشور قدردانی می تحقیقات تغذیه
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Background and Objectives: Hesperidin is the most common flavonoid in citrus fruit and possesses 
anticancer proapoptotic and antiproliferative properties for some tumor cells. The present study assayed 
the effects of hesperidin in the presence and absence of insulin on the survival and apoptosis of Nalm-6 
cells, an acute lymphoblastic leukemia cell line that is resistant to chemotherapy. 
 
Material and Methods: Nalm-6 cells were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS and 1% 
penicillin and streptomycin. The cytotoxic and apoptotic effects of two concentrations of hesperidin (25 
and 50 µM) in the presence or absence of insulin (100 nM) and the cytotoxic and apoptotic effects of 
wortmannin (10 nM) were assayed using MTT assay and the cell death detection ELISA kit, respectively.  
 
Results: Hesperidin decreased the survival rate of Nalm-6 cells in a time dependent manner. After 48 h, 
cell survival for the 25 and 50 µM concentrations of hesperidin decreased 16.57  ±7.75% and 29.33 ± 
3.6%, respectively, in the absence of insulin, and 16.5 ± 6.81% and 28.27 ± 8.52%, respectively, in the 
presence of insulin in comparison with the control group (p < 0.05). Hesperidin also increased apoptotic 
death in Nalm-6 cells at 25 and 50 µM concentrations 6 and 2.84 fold in the absence of insulin and 5.98 
and 2.17 fold in the presence of insulin in comparison to the control group (p < 0.05) . 
 
Conclusions: These results indicate the anti-cancer effects of hesperidin by inducing apoptosis and 
inhibiting cell proliferation in Nalm-6 cells in the presence and absence of insulin. Hesperidin can be 
suggested as a natural chemo-preventative agent in conjunction with other chemotherapy agents in the 
treatment of cancer. 
 
Keywords: Hesperidin, Cancer, Nalm-6 cells, Apoptosis, Cell survival  
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