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 ١٩شماره / سال پنجم / يافته 

 
 چكيده
كه در پاتوژنز سويه هاي  اشرشيا كولي انتروهموراژيك دخالت            ها سمومي با ساختمان دو بخشي  هستند         وروتوكسين :مقدمه
ر  سيتوتوكسيسيته اين سموم روي رده هاي توموري در شرايط مطالعات اوليه درمان  برخي تومورهاي سرطاني و نيز بررسي اث. دارند

اين سموم به دليل دارا بودن  گيرنده هاي          . وحيوانات آزمايشگاهي  نشان دهنده اثر بخشي آنهاست         (In Vitro) محيط كشت 
 .صورت انتخابي عمل مي نماينده ب اختصاصي بر روي رده هاي  توموري مطالعه شده

 توأم با    تخليص شده از سويه مولد وروتوكسين اشريشيا كولي           ١وروتوكسين   سيتوتوكسيسيته  هدف از اين تحقيق بررسي     
 .بود  MCF-7نامه تومور پستاني انسان ب سلولي بر روي رده A (MPL)منوفسفوريل ليپيد

ستيتو پاستور ايران و    دست آمده از ان   ه   سويه مولد وروتوكسين ب    ٥توليد شده از     ١وروتوكسيندر اين تحقيق ابتدا      :مواد و روشها  
با استفاده از كروماتوگرافي جذبي      و   يدأي ت (VTEC-RPLA)1 بو علي با استفاده از كيت آگلوتيناسيون معكوس        مرجعآزمايشگاه  

  MCF-7سلولي  رده   بر روي      به صورت توأم و يا جداگانه          MPL و   ١وروتوكسينهاي مختلف    در مرحله بعد رقت    .تخليص شد 
  بررسي    با الكتروفورز آگارز      شكستگي ژنوم آنها    با استفاده از تريپان بلو و        ) (Viabilityها   زنده ماندن سلول  و قابليت     شد اضافه
 .گرديد

 دارند و   ١حساسيت فوق العاده اي به وروتوكسين       مطابق با تحقيقات قبلي       MCF-7هاي    نشان داد كه سلول    مطالعات ما    :يافته ها 
هاي شكستگي ژنوم  بررسي.   ايجاد مي كندCD50% درصد ٥٠ز سيتوتوكسيك وليتر اثري معادل دنانوگرم در هر ميلي  ٣٣مقدار 

 به تنهايي ماده اي غير سمي است؛ ولي          MPL در حالي كه     .سلولي  الگوي مشخصي از بروز پديده آپوپتوزيز را نشان مي دهد             
 . اثرات سمي آن را تشديد  مي كند١استفاده توام آن با وروتوكسين

 از سال ها قبل روشن شده است؛ ولي كشف و شناسايي عوامل مختلف تشديد      ١اگرچه اثرات ضد توموري وروتوكسين     :جه گيري نتي
 يكي از متابوليت هاي ميكروبي است كه اثر          MPL.كننده اثر سيتوتوكسيك مواد ضد تومورها نيز مورد توجه محافل علمي است            

 .اي توموري پستان براي اولين بار در اين تحقيق مورد بررسي شده  است در مرگ سلول ه١سينرژيستي آن با وروتوكسين

 ، سرطان پستان، اثر سيتوتوكسيكMPL  ،MCF-7، ١وروتوكسين : واژه هاي كليدي
 
 
 
  عضو هيئت علمي ـ گروه ميكروب شناسي دانشگاه علوم پزشكي لرستان-١
  استاديار ـ گروه ميكروب شناسي دانشگاه تربيت مدرس-٢
 )دانشكده پزشكي( استاد ـ گروه بيوشيمي دانشكده تربيت مدرس -٣
 )دانشكده پزشكي( استاديار ـ گروه انگل شناسي دانشگاه تربيت مدرس -٤
  ليسانس زيست شناسي-٥
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٨٢ زمستان ١٩شماره    /١٦ MCF-7تأثير سيتوكسيك و روتوكسين بر سلولهاي 

 

 

 مقدمه 

سمومي با ساختمان   ،  ها يا سموم شبه شيگا     وروتوكسين
 سويه هاي اشرشيا كولي و        برخي   كه از  زير واحدي هستند  

اين سموم به دليل      . توليد مي شوند    ١شيگلا ديسانتريه تيپ  
ترين سموم شناخته    ساختمان زير واحدي پروتئيني جزء قوي     

وه بر اسهال   هاي مولد وروتوكسين علا     باكتري .شده هستند 
 و  ١(HUS) آبكي يا خوني در بروز سندرم اورمي هموليتيك        

 .)١( نيز نقش دارند٢(HC) كوليت هموراژيك

 اولين بار    وي و همكاران  ٣  كونووالكوك  ١٩٧٧در سال   
كه برخي سويه هاي  اشرشيا كولي اثرات              گزارش كردند 
 بدين سبب آن را       . دارند ٤هاي ورو  سلولبر  سيتوتوكسيك  

وروتوكسين ها به دو نوع اصلي       . نام گذاري كردند   ٥سينوروتوك
 از نظر ساختماني و ايمني         ١نوع اند،     شناخته شده   ٢ و ١

 ١كه از شيگلا ديسانتريه نوع         است ٦شناسي مشابه سم شيگا   
  B و   Aاين سموم  متشكل از دو زير واحد            .توليد مي شود  

زير  . كيلو دالتون وزن دارند    ٥/٧ و ٣٢هستند و به ترتيب حدود      
گليكوزيدازي – N بخش سمي است كه داراي فعاليت        Aواحد

 28srRNA  در  ٤٣٢٤است و با حذف باز آدنين از موقعيت          
بخش . هاي حساس مي شود    مانع سنتز پروتئين و مرگ سلول     

هاي حساس    ملكولي گيرنده اصلي اين سم بر روي سلول           
Gb3     نامهاي  ه  كه ب   يا گلوبوتريا اوسيل سراميد استCD-77 

  مراكز زاينده ويا آنتي ژن         Bهاي لنفوسيت  ر سطح سلول  د
pK   هاي خوني     در سطح سلولP   اين  . )٢(  ناميده مي شود 

هاي  گيرنده  علاوه بر بخش كورتيكال كليه ها و سلول                
هاي توموري نيز    در سطح بسياري از سلول      اندوتليال عروق 

 بنابر اين وروتوكسين ها به عنوان يكي از       . ي شده است  يشناسا
 كانونمواد سيتوتوكسيك انتخابي براي درمان انواع تومورها           

هاي اخير دو    در سال ). ٣،٤،٥،٦،٧،٨،٩( توجه قرار گرفته اند   
مورد از درمان تومورهاي بدخيم مننژيوما و آستروسيتوما ي           

 ).٤،٥(مقاوم به درمان در كانادا گزارش شده است

 هاي مهم در تشخيص و       پيشرفت با وجود سرطان پستان   
اگرچه وجود داروهاي   . درمان هنوز از معضلات شايع زنان است       

مدولاتورهاي گيرنده  (ثري  مانند تاموكسيفن و رالوكسيفن          ؤم
و يا داروهاي داخل توموري       ) ها استروژني يا آنتي استروژن     

ممانعت كننده هاي     (  و لتروزول    (Armidex)آناسترازول   
جوانت درماني در   كه به همراه اشعه درماني و يا اد          )آروماتازي

 سال گذشته جان بسياري از زنان مبتلا را نجات داده             سيطي  
ولي معايب مختلفي از جمله عود موارد بيماري            ؛  )١٠( است

اثرات ناشي از مصرف ، ناشي از متاستاز در چند ماه پس از درمان
داروها بر روي متابوليسم گلوكوكورتيكوئيد ها و خطرات سرطان         

سبب محدوديت   )١١،١٢( سرطان سينه     بعد از شيمي درماني    
هدف اصلي  اين     لذا . درماني شده است   شيوه هاي استفاده از اين    

بررسي ،  ابتدا       تحقيق  با توجه به سابقه مطالعات انجام شده           
-MCF بر روي رده توموري      ١اثرات سيتوتوكسيك وروتوكسين  

كه يكي از متابوليت هاي     ،  است   MPL و بعد اثر توأم آن با         7
  .روبي مشتق شده از ليپوپلي ساكاريد باكتري هاستميك

 بر  ١با توجه به سابقه مطالعات سيتوتوكسيسيته وروتوكسين         
هاي توموري مختلف و اثبات وجود گيرنده مربوط روي            روي سلول 

 به عنوان مدل و نمونه شاخصي از رده          MCF-7رده توموري   ،  آنها
 . استفاده شده استهاي توموري  كارسينوماي پستاني در اين تحقيق

 .   مواد و روشها

اين مطالعه، تحقيقي بنيادي و كاربردي است كه به روش            
سويه هاي مولد وروتوكسين از انستيتو پاستور       . زير انجام گرديد  

از محيط كشت    .  بوعلي تهيه گرديد    مرجعايران و آزمايشگاه     
TSB  سليت )  سيگما(آگار و سولفات پلي ميكسين ب         % ٢  با
 تخليص و استخراج    ،براي توليد ) سيگما  (Gb3ك و    خش ٥٤٥

كيت سرولوژيك آگلو تيناسيون معكوس         . سم استفاده شد    
VTEC-RPLA)  براي بررسي وجود و تعيين نوع و       ) اكسوئيد

                                                 
1. Hemolytic Uremic Syndrome 
2. Hemorrhagic Colitis 5. Verotoxin 
3. Konovalkok 6. Shign 
4. Vero 
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-MCFرده سلولي   .  استفاده شد  ٢ و ١تيتر سموم وروتوكسين  

  .  نيز از   بانك سلولي انستيتو پاستور ايران تهيه شد7

 :١تخليص وروتوكسينتوليد و 

 درجه با    ٣٧ دماي   و TSB سويه در محيط     پنج  هر يك از    
در سپس  .  ساعت كشت داده شد    ٢٤  دور در دقيقه  به مدت         ١٥٠

ميكرون استريل و با استفاده     /. ٤٥ها با فيلتر     سوسپانسيون باكتري 
 ،  طبق دستور العمل كارخانه سازنده        VTEC-RPLAاز كيت   
يكي از  .  بررسي شد  ٢ و ١و سم وروتوكسين  يا عدم توليد د    توليد و 

 TSBدر محيط   ،   بود ١ سويه ها كه تنها توليد كننده وروتوكسين      
 درصد گليسرول به عنوان      ١٠  درجه و      -٢٠كشت و در شرايط      
 .گذاري شد  نامPA101نام ه ب استوك نگهداري و

  با  TSB درجه و محيط كشت        ٣٧ در   PA101سويه  

 ساعت   ٢٤ها بعد از       اكتريكلني ب .  درصد آگار كشت  شد     ٢
 سپس   ؛جمع آوري و با بافر فسفات استريل شستشو داده شد          

ميلي گرم در هر ميلي ليتر از پلي ميكسين ب سولفات            /. ٣با  
 درجه مجاورت داده شدند تا          ٣٧مدت نيم ساعت در        به  

محلول حاوي سم  با استفاده از         . استخراج شود  ١وروتوكسين
 با غلظت   (PMSF)ولفونيل فلورايد آنتي پروتئاز فنيل متيل س    

دياليز  و پس از      ،   ميلي مولار در هر ميلي ليتر استريل          ٣٠
ليوفيليزه كردن  با استفاده از كروماتوگرافي جذبي تخليص  و            

هاي   به عنوان سم خالص براي بررسي       و ليوفيليزه شد    مجددا 
 .)١٣( دگرديسيتوتوكسيسيته استفاده 

 :MCF-7هاي  لتعيين  قابليت زنده بودن سلو

 سلول در هر     ٢٠٠٠٠،  از هر يك از رده هاي سلولي         
 RPMI-1640 خانه اي در محيط كشت        ٩٦چاهك  پليت    

 ٣٧ و   Co2 درصد   ٥ درصد سرم جنين گاوي در شرايط         ١٠
سپس با تعويض محيط    .  ساعت انكوبه شد   ٢٤درجه به مدت    
 و  ٥٠،  ٥،  ١/٠،  ٠ (١وروتوكسينهاي مختلف    كشت با غلظت  

،  ٥، ٠ (MPL و   ) ١رم در هر ميلي ليتر وروتوكسين      نانوگ ١٠٠
و غلظت هاي     )  نانوگرم    ١٠٠٠ و    ٥٠٠، ١٠٠ ، ٥٠، ١٠

 شكلهر غلظت به صورت سه تايي        .تيمار شدند متقاطع آنها     

هاي زنده و مرده با استفاده از جذب رنگ            تعداد سلول . گرفت
 گروه   بعد از تيمار در مقايسه با      ٣ و   ٢،  ١تريپان بلو در روزهاي     

 درصد سم براي    ٥٠و مقدار  سيتوتوكسيك      ) بدون تيمار (شاهد  
 محاسبه  Reed & Munch با استفاده از رابطه       هر رده سلولي    

 .)٣( گرديد

 :ها بررسي قطعه قطعه شدن ژنوم سلول

  سلولي پس از مجاورت       DNAميزان قطعه قطعه شدن        
در تعداديك ميليون سلول     :با سم بر اساس روش زير انجام شد        

  (١ وروتوكسين  روز با  ١ خانه اي به مدت      ٦هر چاهك از  پليت      
ها با بافر فسفات شستشوو در        سلول.   تيمار شد   ) نانوگرم  ٢٠

و ٤/٧ برابر     pH  با     HCL- تريس 10mM(بافر ليز سرد     
1mM    از EDTA   ‚    درصد از تريتون    /. ٢وX-100(  به مدت

 14000gفوژ در سپس با سانتري   . درجه ليز شدند   ٤ دقيقه در    ١٥
ها حذف  و به سوپرناتانت حاوي          دقيقه ليزات سلول   ١٥به مدت   
ميلي گرم در ميلي     /. ٢ين مقدار   يهاي با وزن ملكولي پا      ملكول

؛  ساعت افزوده شد    ٤ درجه به مدت      ٣٧ در   Kليتر از پروتئيناز     
كلروفرم استخراج  و با اتانول      / سلولي  دو بار با فنل         DNAسپس
شب رسوب داده و با سانتريفوژ در           يك به مدت      -٢٠°سرد  

14000g     درجه جمع آوري و پلت         ٤ دقيقه در     ١٥ به مدت 
DNA   ميكروليتر از بافر     ١٥ در TE  بعد از يك ساعت    .  حل شد

 در   loading درجه با استفاده از بافر        ٣٧ در   RNAseتيمار با   
 درصد داراي  اتيديوم برومايد وجود شكستگي بين           ١ژل اگارز      
 .)١٤(  بنفش بررسي شديها  زير نور ماورا نوكلئوزوم

 يافته ها

 تيمار شده با      MCF-7 نمونه اي از سلول      ١ در شكل 
مشاهدات ميكروسكوپي  .  نشان داده شده  است       ١وروتوكسين

ها  مانع اتصال    با سلول١زمان  وروتوكسين  تيمار هم،نشان داد
هاي ميكروپليت   هاي كشت و يا چاهك     آنها  در سطح فلاسك    

  شود و حد اكثر سيتوتوكسيسيته  را بر روي آنها ايجاد                  مي

كه ،  لذا تمامي آزمايشات بر روي كشتهايي انجام گرفت        .مي كند 
  .يك روز پس از پاساژ به صورت تك لايه در آمده بودند
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٨٢ زمستان ١٩شماره    /١٨ MCF-7تأثير سيتوكسيك و روتوكسين بر سلولهاي 

 

 

 
 

 
 هاي  ولو  سل) بالا(كنتر ل  MCF-7  سلو ل هاي  -١ شكل

نشان داده شده )  پايين ( ١ نانوگرم از وروتوكسين٢٠تيمار شده با 
به  ١ ناشي از وروتوكسينها و اثر سيتوپاتيك   گرد شدن سلول.اند

 .وضوح مشاهده مي شود

 

 
 

 
)  بالا (MPL  در اين شكل سلول هاي تيمار شده با -٢شكل 

نشان ) پائين(١ و وروتوكسينMPLو سلول هاي تيمار شده توأم با 
 در مقايسه با سلول MPL در سلول هاي تيمار شده. داده شده اند

در . هاي كنترل تغييرات ظاهري و سيتوپاتيك مشاهده نمي شود
 و يا توأم آنها ١حالي كه در سلول هاي تيمار شده با وروتوكسين

 .اثرات شديد آسيب هاي سلولي مشاهده مي شود

 استخراج شده از    DNA نمونه اي از الكتروفورز       ٣ در شكل 
سلول هاي تيمار نشده با وروتوكسينسلول هاي تيمار شده در كنار 

 وجود باندهاي مختلف كه نشان دهنده         ، نشان داده شده است     ١
معيار هاي    از .مها است  شكستگي ژنوم از نواحي بين نوكلئو زو        
 مربوط  هاي كه در بررسي   آپوپتوزيز تحريك شده در سلول هاست     

ي تيمار  در سلول ها  .به سيتوتوكسيسيته از آن  استفاده مي شود       
در مقايسه با سلول هاي كنترل       ) ١ستون (١ده با وروتوكسين  ش
 استخراج شده از سلول ها        وجود شكستگي در ژنوم     ) ٢ستون(

 .مشخص است

 
 استخراج شده از DNAـ نمونه اي از الكتروفوز ٣ل شك

 ١سلولهاي تيمار شده در كنار سلولهاي تيمار نشده با وروتوكسين 

 
 بحث 

هاي   از پروتئن  (SLT1) ١ يا شبه سم شيگا    ١ وروتوكسين
  توسط   عمدتا   و هاي يوكاريوتي است    غير فعال كننده ريبوزوم    

 و يا    O157:H7سويه هاي پاتوژنيك اشريشيا كولي سروتيپ          
 توليد  و     (EHEC)سويه هاي انتروهموراژيك اشريشيا كولي         

 سبب مرگ سلول هايي مي شودكه در سطح خود داراي ملكول             
در اين تحقيق نشان داده شد كه        . هستند CD77 و يا    Gb3هاي  

   MCF-7مانع رشد رده تومور پستاني انسان بنام       ١ وروتوكسين
ورو  رده هاي سلولي     حساسيت اين سلول ها به اندازه       . مي شود 

ها استفاده مي    ي وروتوكسين يطور استاندارد براي شناسا   ه  كه ب 
ولي مقادير بسيار كمي از اين سم اثرات                 ؛   نيست، شود
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كه نشانه     شديدي بر آنها ايجاد مي كند            سيتوتوكسيك
 . است١حساسيت زياد آنها به وروتوكسين

 وجود گيرنده گليكو ليپيدي اين سم در سطح سلول             اخيرا 
به همراه لنفوما و ميلوما بررسي شده            سرطاني پستان   هاي
 ولي عليرغم وجود گيرنده زياد در سطح برخي از رده ها      ؛    است

ت   گزارش شده اس     ١وروتوكسينحساسيت متفاوتي در برابر      
كه نشان دهنده دخالت ساير عوامل در سيتوتوكسيسيته ناشي         

 .)٨( ست ا بر روي اين سلول ها١از وروتوكسين

 عامل فعال آنتي نئوپلاستيك موجود در          ١وروتوكسين
باكتريوسين نيمه خالص است كه چندين سال قبل اثر ضد             

  ه شده است   توموري آن بر فيبروساركوماي موشي نشان داد         

 در سطح    Gb3هاي تومور دار داراي        درمان موش . )١،٥(
و  )١٦(سلول هاي توموري مانع متاستاز تومورها شده است          

، )٣،٤(رده هاي توموري مختلف از جمله آستروسيتوما            براي  
بيماري لنفو پروليفراتيو بعد    ،  )١٦( لنفوم بوركيت  ،)٥( مننژيوما

ميلوم مولتيپل و رده    ،  )٦ (از پيوند ناشي از ويروس اپشتين بار      
اثرات ضد توموري و           ) ٨(هاي سرطاني پستان           
 نتايج بسيار درخشان و اميدوار      ١سيتوتوكسيسيته وروتوكسين 

ي  يطوريكه رده هاي مقاوم چند دارو     ه  ب .كننده اي داشته است   
در برابر اين سم حساسيت بيشتري نسبت به سلول هاي نرمال         

 .دارند

 در سلول هاي     Gb3 سطح    ها در بسياري از سرطان    
حتي  و  افزايش مي يابد   طبيعيتوموري نسبت به سلول هاي       

هاي رده سلولي زاينده از جمله كوريو كارسينوما و          در سرطان 
. )٩( ست ا  از ماركرهاي سرطاني شدن آنها     Gb3بيضه ها نيز    

 قادر به تحريك     A سم  بدون فعاليت زير واحد         Bواحد  زير
علاوه بر توقف ساخت     ١روتوكسينبر اين و  بنا. آپوپتوزيز است 

 با استفاده از تحريك كاسپازهاي غشاي ميتوكندري       ،  پروتئين
 مي تواند   Aهاي سلول هاي حساس و مستقل از زير واحد             

 Gb3سبب تحريك آپوپتوزيز در سلول هاي حساس داراي            
كه  ترين فرايند هاي سلولي است    اين پديده از مهم    .)١٧( شود

مي از موجودات پر سلولي مورد استفاده در تمايز و حفظ هوموست 
 .و اساس طراحي داروهاي ضد نئو پلاستي است) ٤(شود 

همان طور كه مي دانيم در سالهاي اخير  به دليل                     
محدوديت درمان هاي رايج سرطان از جمله شيمي درماني و              
پرتودرماني به استفاده از متابوليت هاي ميكروبي توجه خاصي           

 يكي از متابوليت هاي مهم        MPL. )١٨(صورت گرفته است     
باكتريايي است كه علاوه بر استفاده از آن به عنوان ادجوانت در             
واكسيناسيون اثرات كاهش حجم تومور آن به دليل تحريك              
توليد واسطه هاي ايمني از جمله فاكتور نكروز تومور آلفا ثابت             

لذا بررسي اثرات متقابل آن با ساير           ). ١٩،٢٠،٢١(است  شده  
 ميكروبي  مانند وروتوكسين ها از زمينه هاي مهم          بوليت هاي متا

 . تحقيقي در اين زمينه است

در اين تحقيق ابتدا اثرات سيتوتوكسيك ناشي از                  
  بررسي و پس از آن         MCF-7 بر سلول هاي       ١وروتوكسين

سلول هاي  در.  مطالعه گرديد  MPLكنش هاي متقابل آن با        
MCF-7   تيمار با      ساعت پس از شروع        ٣،   بررسي شده 

و در    شكستگي ژنوم با الكتروفورز مشاهده شده        ١وروتوكسين
 مي   سلول ها  در معرض سم قرار       ،زمان با پاساژ   كه  هم   صورتي
طور كلي در مقايسه با سلول هاي شاهد مانع اتصال           ه  ب. گرفتند

 گزارشات با وجود   . هاي كشت مي شود    سلول ها به ته فلاسك     
-MCFي در ژنوم سلول هاي      مختلف  در مورد  فقدان شكستگ      

 ١كه وروتوكسين اد  د هاي الكتروفورز آگارز ما نشان      بررسي،  7
 تيمار شده اثرات شديد شكستگي ژنوم  MCF-7در سلول هاي 

كه  يكي از معيارهاي آپوپتوزيز محسوب مي          را ايجاد مي كند   
 .)٢٢ (شود

هاي قبلي در مورد          نتايج اين تحقيق با بررسي           
 براي بسياري از سلول هاي            ١وكسين وروت  سيتوتوكسيسيته

 سرطاني انساني از جمله رده هاي توموري پستان  همخواني دارد        
)٣،٤،٥،٦،٨(. 

 نيز سبب تشديد اثرات         MPLاستفاده هم زمان از         
با توجه به نتايج حاصل       .  مي شود  ١سيتوتوكسيك وروتوكسين 
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٨٢ زمستان ١٩شماره    /٢٠ MCF-7تأثير سيتوكسيك و روتوكسين بر سلولهاي 

 

 

:  از  دو جهت اهميت دارد      ١ و وروتوكسين  MPLسينرژي بين   
 كه در عفونت هاي ناشي از سويه هاي مولد                   اول اين  

وروتوكسين توليد و وجود هم زمان اين دو ماده ميكروبي در             
ه عفونت ها صورت مي گيرد و احتمالا  در پاتوژنز آنها                جايگا

نقش مهمي ايفا مي كند كه مي توان  از نظر استفاده از آنتي                 
  در كاهش شدت آسيب        MPL و يا     Aبادي هاي ضد ليپيد    

دوم اين كه  در رابطه با        .  اصله مطالعه بيشتري نمود   حهاي  
درمان و حذف سريع تر  سلول هاي توموري مختلف  به عنوان             

  استفاده نمود كه       MPLيك ادجوانت قوي مي توان از           
 الگوهاي   نيازمند مطالعات بيشتري در شرايط آزمايشگاهي و       

In Vivoانجام داد . 
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