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 )Raji(ثیر احتمالی سمیت سلولی عنصرروي بر سلولهاي رده لنفوئیدي راجی أت
  باتکنیک فلورسانس

 
  1حسن تکمه داشی ،1صفر شمس

  زشکی همداندانشگاه علوم پعضو هیئت علمی  مربی -1
  

  

  28مسلسل  / 85تابستان  / 2شماره / دوره هشتم / یافته 
 

  
  
  

  6/2/85 :، پذیرش مقاله19/12/84: دریافت مقاله
Ø رويعنصر: مقدمه  )Zn(  مطالعه به این . بارزي دارددر ساختار و عملکرد سیستم ایمنی نقش درحفظ سلامتی انسان و

  .شد در شرایط آزمایشگاهی انجام )راجی( B - سلولهايبرروي  تاثیر احتمالی سمیت سلولی عنصرمنظور بررسی 
Ø در نیادي با استفاده از تکنیک کشت سلولی رده لنفوئیدي راجیتوصیفی وب-این مطالعه تحلیلی :مواد و روش ها 

درجه سانتیگراد 37در دماي )  ساعت72تا12( متفاوتدر زمانهاي  روي   مختلفشرایط آزمایشگاهی در مجاورت غلظت هاي 
 لیتر از مخلوط  میکرو10 ( رنگ آمیزي فلورسانسها با   سلولآنگاه میزان زنده ماندن ورشد .گردید ه انکوبCO2 درصد 5و

   . بررسی شد )د یوم برو مایدتی اواکریدین اورنج 
Ø تا غلظت و شاهد آزمونايهه گروبین میزان زنده ماندن و رشد سلول ها در نشان داد که داده هاآنالیز  :یافته ها    
 24، 12 بعد از    میکرومولار500ا   ت میکرومولار200 وجود ندارد؛ اما در   اختلاف معنی داري72 تا 12  در ساعاتمیکرومولار100

  ).>05/0p(معنی دار یافت    درگروه آزمون نسبت به گروه شاهدکاهش این پارامترها,  ساعت انکوباسیون ....و 
Ø بتوان از آن در ترکیبات روي بررده سلولی راجی داراي اثر سمیت سلولی وابسته به دوز بوده واحتمالاً :نتیجه گیري 

  .م سیستم ایمنی استفاده نمودآینده در تنظی
 سمیت سلولی راجی، سلول ، درصد زنده ماندن سلولها،روي :واژه هاي کلیدي
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صفر شمسي راجیاسمیت سلولی عنصر روي بر روي سلوله

 

 ٨٥هشتم، تابستان  يافته، دوره / ٧٨ 

  مقدمه
مطالعات انجام شده توسط محققین مختلف نشان داده 

عنصر  روي جهت حفظ سلامتی انسان مورد نیاز است  است که
 نزیم ها،این عنصر در ساختار وعملکرد آنزیمها، متالوآ. )6-1(

). 7( به ویژه اسید هاي نوکلئیک مشارکت دارد ،هورمونها
   ).8 (مسمومیت باآن باعث اختلال درعملکرد نوتروفیلها می شود

از بقیه  هادر سیستم ایمنی بعلت تکثیر سریع سلول روي نقش 
  .)9-11( هاي مختلف بدن مهمتر است سیستم

 و رشد  رب در آزمایشگاه همکاران و 1   مطالعات مارتین
شان داد که هرگاه  ن4- ومولت 2راجی میزان سلولهاي زنده

 ،کشت داده شوند روي  سلول هاي مذکور در محیط کشت فاقد
 آنرحضورد اما. رشد و تکثیر خودرا از دست می دهند ظرفیت 

 3تعداد کل سلول ها و میزان زنده ماندن، )میکرومولار 50 تا(
  ون و شاهد یکی بودند سلول هاي مذکور در هر دو گروه آزم

  4-برروي رده سلولی مولت  دیگر  صرفاًمطالعه دریک). 12(
 انکوبه  ساعت48پی بردند که بعداز همکاران  و4میچیکو

 200  ومیکرومولار100 هاي در حضور غلظت 4-مولتسلولهاي 
 85به ترتیب تعداد سلول هاي زنده ، روي از عنصر میکرومولار 

  ).13(  است درصد10درصد و 
مطالعات محدودي در ارتباط با اثر غلظت هاي مختلف 
روي بر رده سلولی در محیط آزمایشگاهی  انجام شده است 
وباتوجه به اینکه تا کنون در ایران مطالعه اي در رابطه با این 

 بر آن شدیم با توجه به امکانات ،موضوع انجام نگرفته است
 سلول هاي سمیت سلولی روي را بر اثرات احتمالی، موجود

سپس  . مذکور در محیط آزمایشگاهی مورد برسی قرار دهیم
بین مشاهدات آزمایشگاهی به دست آمده در این مطالعه  با 
آنچه که درداخل بدن توسط محققین مختلف گزارش شده 

در نهایت اینکه در صورت امکان . است تطبیق بعمل خواهد آمد
به بتوان از ترکیبات با توجه به نتایج این تحقیق و تحقیقات مشا

  .حاوي روي  در تنظیم سیستم ـ ایمنی استفاده نمود

  1        مواد و روش ها
توصیفی وبنیادي -در این مطالعه که نوعی تحقیق تحلیلی

 2/0 مولار با استفاده از فیلتر 1است ابتدا محلول کلرید روي 
 500 میکرومولار تا  1میکرون استریل شد و از آن غلظتهاي 

سپس در شرایط استریل ودر زیر هود . ومولار تهیه گردیدمیکر
یه شده از انستیتو پاستور ته(بیولوژیک از سلولهاي راجی 

 97 سوسپانسیونی که تعداد سلول هاي زنده آن بیش از ،)ایران
 بدین منظور درزیر هود و شرایط ،در صد بود تهیه گردید

بر داشته و با  میکرو لیتر از سوسپانسیون سلولی را 30استریل، 
 درصد تریپان بلو با هم مخلوط 4/0 میکرولیتر از محلول 30
سپس یک قطره از این مخلوط مابین لام و لامل ریخته و . شد

سلول هایی که در . در زیر میکرو سکوپ نوري مطالعه گردید
زیر میکروسکوپ غشاءآنها سالم بود زنده، سلول هاي که رنگ 

 .یده بود مرده در نظر گرفته شدندنها چروکی گرفته و غشاء  آآب
سپس با استفاده از فرمول زیر  در صد زنده ماندن سلول ها 

 .محاسبه گردید

 
   درصد سلول هاي زنده= ــــــــــــــــــــــــــــ × 100

 
 میکرو لیتر از این سوسپانسیون 75در مرحله بعد حدود 

لیت  سلول بود برداشته و به چاهک هاي پ15000که معادل 
اهک ها به در مرحله بعد  به تمام چ.اي انتقال داده شد  خانه96

 میکرو لیتر از غلظت هاي 10استثناء چاهک هاي شاهد، 
  .اضافه گردید)  میکرو مولار500 میکرو مولار تا 1( مختلف روي

حجم نهایی همه چاهک ها  با استفاده ازمحیط کشت 
RPMI-1640 س در زیر سپ.  میکرو لیتر رسانده شد100 به

هود با حرکت ملایم و دورانی دست، چاهک هاي پلیت مخلوط 
تمامی چاهک ها از نظر اینکه به آنها سوسپانسیون . گردیدند

سلولی اضافه شده باشد و مطمئن باشیم که سلول ها قبل از 

                                                
1. Martin and et al 3. Viability 
2. Raji=B-lymphoid cell line  4. Michiko and et al 

  تعداد سلول هاي زنده
 تعداد سلول هاي مرده
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صفر شمسراجیي اسلولهیت سلولی عنصر روي بر روي سم

 

 ٨٥هشتم، تابستان  يافته، دوره / ٧٩ 

 1 با میکروسکوپ معکوسانکوباسیون زنده و سرحال هستند،

بلافاصله پلیت هاي  ،قبعد از تمامی مراحل فو. ندکنترل گردید
 37با دماي  CO2درصد گاز 5کشت سلولی در انکوباتور حاوي 

در انتهاي زمان معین از انکوباسیون . درجه انکوبه گردیدند
از هر غلظت مورد )  ساعته 72 تا 12فواصل زمانی (سلول ها

مطالعه، سه تا چاهک براي بررسی تعداد سلول ها و زنده بودن 
 تکنیک رنگ آمیزي فلورسنت مورد قرار آنها با استفاده از

در انتهاي (ضمن با شمارش تعداد سلول هاي زنده  در. گرفت
در گروههاي آزمون و مقایسه با تعداد سلول هاي  )انکوباسیون

 تکثیر یارشد ،زنده گروههاي شاهد همان ساعات مورد مطالعه
  .سلول ها نیز بررسی گردیدند

 روي به دفعات  از غلظت هاي مختلف،جهت کاهش خطا
  .زیاد کشت سلولی انجام گردید

  :)آمیزي اتیدیوم بروماید و آکریدین اورنج رنگ(تکنیک فلورسانس 
شاید بتوان گفت که رنگ آمیزي فلور سانس و شمارش 

ها در زیر میکروسکوپ اگر با دقت انجام شود ساده ترین  سلول
 زنده و غیر زندههاي  و سریعترین وسیله براي تشخیص سلول

در این روش از رنگهاي فلور سانس اکریدین اورنج و . می باشد
اکریدین اورنج یک رنگ حیاتی  .دیوم بروماید استفاده شدتیا

اکریدین اورنج  .هاي زنده جذب می شود است و توسط سلول
 سکوپ  یک  سلول زنده می شود و در زیر میکرو DNA وارد

  .ن سلول زنده می دهدیتنماي سبز رنگ به کروما
. هاي مرده را رنگ می کند اتیدیوم بروماید فقط سلولاما 

  ده و در زیر  سلول مرده ش DNA دیوم بروماید وارد تیا
  کروماتین سلول مرده  رنگ نارنجی به ،میکرو سکوپ فلورسانس

    ).9( می دهد
آکریدین  -  با استفاده از محلول اتیدیوم برومایددر نهایت

اي  گ وغیر زنده نارنجی تا قهوهها ي زنده سبز رن  سلولاورنج
  .رنگ دیده می شود
 میکرو گرم در میلی لیتر 100براي این منظور  :روش کار

   میکرو گرم در میلی لیتر 100اکریدین اورنج را به همراه 

   میلی لیتر محلول 1دیوم برو ماید را به نسبت مساوي در تیا
 از  میکرو لیتر10حل نموده و سپس )فسفات، بافر، سالین(

 میکرو لیتر از سو سپانسیون سلولی 250محلول فوق را با 
 میکرو لیتر روي یک لام 10مخلوط نموده و از این مخلوط 

 سپس با عدسی .تمیز ریخته و روي آن را با لامل می پوشانیم
X40 یا X 60 سلول را200 میکرو سکوپ فلورسانس حداقل  

طالعه و شمارش مورد م  از نظر زنده بودن و یا غیر زنده بودن
تقسیم بر ) زنده(تعداد سلول هاي سبز رنگ .  قرار می دهیم

و سلول هاي مرده ) زنده(مجموع کل سلول هاي سبز رنگ 
در نهایت . معادل درصد سلول هاي زنده است) نارنجی رنگ(

آزمون آنالیز ( SPSSداده هاي این مطالعه با استفاده از بر نامه 
  .دید آنالیز گر) واریانس و دانت

  1           يافته ها
هاي  سلول نشان می دهد 1چنانچه جدول شماره 

و  میکرو مولار100  تا یعنیرويهاي پایین   در غلظتراجی
بسیار بالائی زنده بودن در فواصل زمانی مختلف، از میزان 

درصد سلول هاي زنده در گروه طوریکه ب. باشند برخوردار می
 درصد زنده بودن با رويهاي متفاوت   در اثر غلظتآزمون
 .معنی داري نداشتهاي شاهد در همان ساعت تفاوت  سلول
 درصد زنده بودنآماري نشان داد که میزان  آزمون
)  ساعت72 تا 12(فواصل زمانی مختلف در  راجیهاي  سلول

 100تا میکرو مولار 1 یعنی رويهاي پایین  و در اثر غلظت
هاي شاهد   سلولدرصد زنده بودنبا میزان میکرو مولار 

همان ساعت و ساعتهاي دیگر انکوباسیون تفاوت معنی داري 
  .ندارد

 200هاي    در غلظتمذکور  درصد سلولهاي زندهاما 
هاي  سلولدرصد زنده با میکرو مولار  500 تا میکرو مولار

) >05/0p (شاهد همان ساعت تفاوت معنی داري دارد
  ساعت 72 میکرو مولار پس از500طوریکه درغلظت ب

   . درصد رسید5  درصد سلول هاي زنده بهانکوباسیون،
                                                
1. Invert  
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صفر شمسي راجیاسمیت سلولی عنصر روي بر روي سلوله

 

 ٨٥هشتم، تابستان  يافته، دوره / ٨٠ 

    ساعت انکوباسیون72تا12زنده بودن سلول  هاي راجی  پس از  بر رويهاي مختلف   غلظتاثرنتایج  - 1جدول شماره 
  )با رنگ آمیزي فلورسانس( 

غلظت عنصر روي 
 )میکرومولار(

درصد زنده ماندن 
 12سلولها پس از 
  ساعت

درصد زنده ماندن     * pارزش 
 24 سلولها پس از
 ساعت

درصد زنده ماندن     pارزش 
 48 سلولها پس از
 ساعت

درصد زنده ماندن     pارزش 
 72 سلولها پس از
 ساعت

 pارزش 

1  95% 883/0  95% 883/0  1/94%  850/0  9/92%  788/0  
10  94% 850/0  95% 883/0  94%  841/0  9/92%  788/0  
50  94% 841/0  94% 850/0  7/93%  850/0  9/92%  750/0  
100  93% 742/0  93% 742/0  5/93%  810/0  9/92%  7200/0  
200  82% 05/0<  78% 05/0<  27%  001/0<  15% 001/0  
300  75% 05/0<  53% 05/0<  20%  001/0<  10% 001/0 <  
400  69% 05/0<  20% 05/0<  15%  001/0<  12% 001/0 <  
500  68% 05/0<  18% 05/0<  10%  001/0<  5% 001/0 <  
 - %94 -  %95 - %96 - %97  شاهد

* 05/0p<از لحاظ آماري معنی دار است  
  

  بحث
یافته هاي ما در مقایسه با نتایج مارتین وهمکارانش تفاوت 
معنی داري را نشان نداد، بطوریکه در هر دومطالعه در شرایط 

 ساعت 48 میکرو مولار روي پس از 50 آزمایشگاهی ودر حضور
در  ).12(  درصد بود94ان  زنده ماندن سلول ها بالاي انکوبه میز

مطالعه دیگر که توسط میچیکو وهمکارانش با تکنیک فلوسایتومتري 
ثیر سمیت أت  میکرومولار100بعمل آمده نشان داد که روي تا 

 ساعت  در حضور غلظت 12 ندارد؛ اما پس از 4-سلولی بر مولت
 ).13(ثیر سمی روي معلوم شد أهاي بالاتر ت

لعه ما  با استفاده از رنگ آمیزي فلورسانس مطایافته هاي 
. با نتایج میچیکو و همکارانش  تفاوت معنی داري نداشت

محقق مذکور اشاره می کند که روي باعث القاء آپوپتوزیس و 
اما ما در این مطالعه باتکنیک  . می شود4-نکروزیس در مولت

لذا  ، را ارزیابی نماییم نوع مرگ سلولیفلورسانس نتوانستیم دقیقاً
 پیشنهاد می شود در مطالعه اي دیگري با استفاده از تست هاي

  .مولکولی به آن پرداخته شود

 یافته هاي .مطالعات اندکی بر سلولهاي راجی بعمل آمده است
 لنفوسیت هاي طبیعی ثیر روي برأهمکارانش از مطالعه تو  1تروز

 یک تنظیم کننده انسانی در آزمایشگاه نشان داد که روي
مکارانش ه  و2 همچنین مطالعات ایگوچی).14 (آپوپتوزیس است

 میکرو 300 میکرو مولار تا 100نشان داد که روي در غلظت 
مولار بطور نسبی باعث القاء نکروزیس در سلول هاي 

  ).15( کارسینوماي پروستات انسانی می شود

  1   نتیجه گیري
العه با یافته هاي تطبیق یافته هاي به دست در این مط

  نشان ) در آزمایشگاه و در داخل بدن انسان(سایر محققین 
 برابر سطح فیزیولوژیک 10 می دهد که روي در غلظتی معادل

ف بویژه در این مطالعه بر راجی ی بر سلول هاي مختلپلاسمای
ترکیبات روي بر رده سلولی راجی . ثیر سمیت سلولی داردتأ

 بتوان از سته به دوز بوده واحتمالاًداراي اثر سمیت سلولی واب
  .آن در آینده در تنظیم سیستم ایمنی استفاده نمود

                                                
1. Treves  2. Iguchi 
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صفر شمسجیراي اسلولهسمیت سلولی عنصر روي بر روي 

 

 ٨٥هشتم، تابستان  يافته، دوره / ٨١ 
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