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 چکیذه

ثشسػی ٚ ٘شبیح  PC12 ٞبی ػشًب٘یٕٞٛػیؼشئیٙٝ دس حوٛس ػیؼشئیٗ ثش ٔیضاٖ سؿذ ػSubstance Pَّٛ ثیش بدس ایٗ ٌٔبِٔٝ س هذف:

 ذ.ؿثب ّ٘ٛ ًجیٔی آٖ ٔمبیؼٝ 

ٞب دس وـز دادٜ ؿذ٘ذ ٚ فٔبِیز ٔشبثِٛیىی آٖ دسكذ FBS ،10حبٚی  RPMI-Glutamaxٞب دس ٔحیي وـز ػَّٛ ها:مواد و روش

ٞب ثب اػشفبدٜ اص اسصیبثی ؿذ. ػذغ سغییشار سیخز ؿٙبػی ػَّٛ MTTٞبی ٔخشّف دذشیذ ٚ ػیؼشئیٗ ثب اػشفبدٜ اص سؼز حوٛس غِّز

ػبٓز دس  3ٔذر  ٞب ثٝ، ػH2O2َّٛ حفبُشی دذشیذ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ دس ثشاثش ثیشبِٔٙٛس ثشسػی س ذ. ثٝؿٔیىشٚػىٛح سٕبیض فبصی ٌٔبِٔٝ 

سٚؽ سً٘ ػٙدی ٌشیغ ٔٛسد  ٞب ثٝ سیٕبس ؿذ ٚ ٔیضاٖ سِٛیذ ٘یششیه اوؼیذ آٖ ِیشش ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 150ثب غِّز  H2O2 حوٛس 

                          ثشسػی لشاس ٌشفز. 

 NOٞب ٚ وبٞؾ ٔیضاٖ ٞبی ا٘شخبثی ٔٛخت افضایؾ سؿذ ػَّٛ، دس ٕٞٝ غِّزSubstance pدٞذ وٝ ٞش دٚ ّ٘ٛ ٘شبیح ٘ـبٖ ٔی نتایج:

 65/78سشسیت   ٔٛلاس ٔیضاٖ سؿذ دس حوٛس دذشیذ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ ٚ ًجیٔی ثٝ 10سب  6ٚیظٜ دس غِّز  ؿذٜ اػز. ثH2O2ٝ دس ثشاثش ػٕیز 

ثیـشش اص ّ٘ٛ ًجیٔی ٔٙدش ثٝ افضایؾ سؿذ  دسكذ 1/40دٞذ ّ٘ٛ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ  یافضایؾ داؿشٝ اػز وٝ ٘ـبٖ ٔ دسكذ 55/38 ٚ دسكذ

 دسكذ 22ٕٞٛػیؼشئیٙٝ سٛا٘ؼشٝ  Substance Pوبٞؾ داؿشٝ اػز. ثٙبثشایٗ  دسكذ 14ٚ  دسكذ  36سشسیت  ثٝ NO ؿذٜ اػز ٚ ٔیضاٖ

                     سا دس ثشاثش ػٕیز دشاوؼیذ ٞیذسٚطٖ ٔحبفِز وٙذ. PC12  ٞبی ػشًب٘یثیـشش اص ّ٘ٛ ًجیٔی ػَّٛ

ٞبی ػشًب٘ی ؿذٜ ٚ سٛا٘ذ اص ًشیك وبٞؾ سِٛیذ ٘یششیه اوؼیذ ثبٓث افضایؾ سؿذ ػَّٛدس ؿشایي دبسِٛٛطیه ٔی  SP-Hگیری: نتیجه

      سٚ٘ذ دیـشفز ثیٕبسی سا سؼشیْ ثخـذ. 

  Substance P، ٕٞٛػیؼشئیٗ، PC12 ػَّٛ ػشًب٘ی، ػَّٛ ٞبی واشگان کلیذی:
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 مقدمه

ٓشٚلی -ٞبی لّجیدس حبَ حبهش ػشًبٖ دغ اص ثیٕبسی

 ثبؿذ دٚٔیٗ ٓبُٔ ٔشي ٚ ٔیش دس وـٛسٞبی دیـشفشٝ ٔی

ٞبی . ٓٛأُ ٔخشّفی دس افضایؾ سؿذ ػَّٛ(2, 1)

سٛا٘ذ دس ٞب ٔی ػشًب٘ی دخیُ ٞؼشٙذ وٝ ؿٙبػبیی آٖ

خٟز وٙششَ ٚ ٕٔب٘ٔز اص دیـشفز ثیٕبسی ٔٛثش ثٛدٜ ٚ 

ی ٔحممیٗ سا دس ساػشبی وـف الذأبر دیـٍیشا٘ٝ یبس

ثٝ فشَٔٛ  Substance P(SP)دٞذ. دذشیذ 

C63H98N18O13S ٜی  یىی اص آوبی خب٘ٛاد

 11اػز وٝ ٔشـىُ اص  Tachykinin٘ٛسٚدذشیذٞبی 

 Arg (RPKPQQFFGLMای ) ی اػیذآٔیٙٝ ٔب٘ذٜثبلی

Pro Lys Pro Gln Gln Phe Phe Gly Leu Met-

NH2 ثبؿذ. ٔی  SP  ّٕٓىشدٞبی فیضیِٛٛطیىی ٔشٔذدی دس

ی، ا٘مجبهبر ٓشٚل یلّج ؼشٓیػ وٙششَاؿشٝ ٚ دس ثذٖ د

ٕٞچٙیٗ ثب ٚ ای ٚ وبٞؾ فـبس خٖٛ ٘مؾ داسد سٚدٜ

ایٗ  ٞبی ٓلجی دس اسسجبى اػز.  احؼبع دسد ٚ دبػخ

ای وٝ حشی  دذشیذ سٛاٖ ٚ اخشلبكیز ثبلایی داسد ثٝ ٌٛ٘ٝ

ٞبی حبٚی خٛثی دس ػٌح ػَّٛ ٞبی ٘ب٘ٛٔٛلاس ثٝثب غِّز

NK1 (Neurokinin1) ٜی اخشلبكی  )ٌیش٘ذ(SP 

، ثیٗ غـبیی ثٛدٜ ٚ داسای  NK1. (5-3) ؿٛدخزة ٔی

ثبؿذ ویّٛداِشٖٛ ٔی 58آٔیٙٛاػیذ، ثب ٚصٖ ِٔٛىِٛی  407

ِٛح خبسج  3ٕٞشاٜ  دٔیٗ ثیٗ غـبیی ٞیذسٚفٛة ثٝ 7وٝ 

ٞب دٞٙذ. ِٛحِٛح داخُ ػِّٛی سا سـىیُ ٔی 3ػِّٛی ٚ 

 ٞب داس٘ذدشٚسئیٗ-Gٞبی ّٕٓىشدی ثشای ٚاوٙؾ ثب خبیٍبٜ

ٔٙدش ثٝ  Substance Pسٛػي  NK1فٔبَ ؿذٖ . (3)

ٚ  ٓیوّؼ سدْٕ، ایٙٛصیشیذ ٞیذسٚلاصفؼفٛ ضیذسِٚیٞ

 MAPK (Phosphoinositide یػبص فٔبَ

Hydrolysis) (6ٚ7ؿذٜ ٚ ٔی )سىثیش  سٛا٘ذ ثبٓث

  ،(Angiogenesis) ٞبی سٛٔٛسی، سٌضایی ػَّٛ

 / SP. ثٙبثشایٗ ٔؼیش ا٘شمبَ دیبْؿٛد ٔشبػشبصٟٔبخشر ٚ 

NK1 ،ٕٟٔ وٙذ ثٝ ٔیایفب  ػشًبٖ ـشفزیدس د ی٘مؾ

 كیاص ًش طٖشٛیٓٙٛاٖ ٔ ثٝ SPای وٝ سبوٖٙٛ ٘مؾ ٌٛ٘ٝ

 یا٘ؼب٘ ٞبی ػشًبٖ چٙذیٗ ّ٘ٛ اص دس NK-1 ش٘ذٜیٌ

 ْٛ،یٔلاْ٘ٛ، ٘ٛسٚثلاػشٛٔب، ٌّ شْٛ،یؿبُٔ آػششٚػ

، دب٘ىشاع، حٙدشٜ، سٚدٜ ثضسي ٗیٚ ٕٞچٙ ٙٛثلاػشٛٔبیسس

ثٝ اثجبر سػیذٜ  ٙٝیٚ ػشًبٖ ػ یِٛػٕ ،ٔٔذٜ ْٙٛیوبسػ

ا٘ذ دس ػشًبٖ ػیٙٝ اػز.  ٕٞچٙیٗ سحمیمبر ٘ـبٖ دادٜ

ٞبی ػبصی ٌیش٘ذٜ ٔٛخت فٔبَ SP / NK1ا٘شمبَ دیبْ

RTK (Receptor Tyrosine Kinases ) ُٔث

EGFR (Epidermal Growth Factor 

Receptor) دٞذ. ؿذٜ ٚ ٔمبٚٔز داسٚیی سا افضایؾ ٔی

(، دس (NK1اؽ ٓلاٜٚ ٔیضاٖ ثیبٖ ایٗ دذشیذ ٚ ٌیش٘ذٜٝ ث

ٞب ٚ ٘یض  ٞبی ػبِٓ آٖٞبی سٛٔٛسی ٘ؼجز ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝػَّٛ

ٞب ٔثُ افؼشدٌی افضایؾ دیذا ثشخی دیٍش اص ثیٕبسی

وٙذ. ثٙبثشایٗ أشٚصٜ ًشاحی آ٘شبٌٛ٘یؼز ٔٙبػت وٝ  ٔی

ؿٛد دس دسٔبٖ   NK1ثٝ Substance P ٔبْ٘ اص اسلبَ

ثب  (. أب12-8) ػشًبٖ ثؼیبس ٔٛسد سٛخٝ لشاس ٌشفشٝ اػز

ایٗ ٚخٛد ٞٙٛص ٘مبى ٔجٟٓ صیبدی دس ایٗ ساثٌٝ ٚخٛد داسد 

                                                                       ٞب ٘بؿٙبخشٝ ٞؼشٙذ.ٚ ثؼیبسی اص ٔىب٘یؼٓ

ثب فشَٔٛ  (Hcy)  یٕٗٞٛػیؼشئ 

HSCH2CH2CH(NH2) CO2H  ٔـشمی اص

ی ػیؼشئیٗ ثٛدٜ وٝ ًی حزف ٌشٜٚ ٔشیُ، دس  اػیذآٔیٙٝ

 ؿٛد ای، اص ٔشیٛ٘یٗ سِٛیذ ٔی یه فشآیٙذ چٙذ ٔشحّٝ

(. ٞبیذشٕٞٛػیؼشئیٕٙی یب افضایؾ ػٌح دلاػٕبیی 13)

ٕٞٛػیؼشئیٗ، وٝ دس ثؼیبسی اص خٛأْ ؿیّٛ داسد، ٘مق 

ی ٔشیٛ٘یٗ اػز  ب ٔشبثِٛیؼٓ اػیذآٔیٙٝط٘شیىی ٔشسجي ث

ٞب ٚ ٞب ٔثُ ثٔوی اص ػشًبٖوٝ دس ثشخی ثیٕبسی

 بؿٛد. یىی اص ٔؼیشٞبیی وٝ ٕٓذسافؼشدٌی ٘یض دیذٜ ٔی

   ٚ دس اخشلاَ Hcyدس اثش افضایؾ ػٌح 

ٔشبثِٛیضٜ ؿذٖ  افشذ،  ٞبیذشٕٞٛػیؼشئیٕٙی اسفبق ٔی

Hcy ٗسٛػي آ٘ضیٓ ٔشیٛ٘ی-tRNA- ػٙششبص(MetRS)  ٚ

اػز وٝ یه (tHcy) ایدبد ٕٞٛػیؼشئیٗ سیٛلاوشٖٛ 

آٔیٙٛی -εٞبی ٌشٜٚ (.14) ثبؿذ ٔـشك سیٛاػششی ٔی

ٞب،   ی خب٘جی آٔیٙٛاػیذ ِیضیٗ دس ػبخشبس دشٚسئیٗ ص٘دیشٜ

دِیُ  ، ٚ ثtHcyٝسحز ؿشایي فیضیِٛٛطیه ٚ دس حوٛس

ساحشی ٚ ثٝ  سٛا٘ٙذ ثٝ فٔبِیز ثبلای ثب٘ذ سیٛاػششی آٖ، ٔی

اخشلبكی ثب اسلبِی آٔیذی ٚ آ٘ضیٕی ٚ غیشكٛسر غیش

-Nایدبد دیٛ٘ذی ایضٚدذشیذی، ًی فشآیٙذی ثٝ ٘بْ 

(. دس 15) ٕٞٛػیؼشئیٙی ؿذٖ، ٕٞٛػیؼشئیٙٝ ؿٛ٘ذ

ٚ ٕٞٛػیؼشئیٗ  Substance P٘شیدٝ ثب افضایؾ ػٌح 

-substance p(lysسیٛلاوشٖٛ دس ثذٖ أىبٖ سـىیُ 

homocysteine)  ٚخٛد داسد.ٚ ثشٚص ًجٔبر ٘بؿی اص آ ٖ           

ؿشایٌی اػز وٝ دس آٖ ػٌح  ( Hypoxia) ٞیذٛوؼی

ٓٙٛاٖ ؿشایي  یبثذ ٚ ثٝاوؼیظٖ ثبفز وبٞؾ ٔی

دبسٛفیضیِٛٛطیه سیضٔحیي اًشاف سٛٔٛسٞبی خبٔذ ؿٙبخشٝ 

دٞٙذ وٝ ٞیذٛوؼی یىی اص ؿٛد. سحمیمبر ٘ـبٖ ٔیٔی
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سٛا٘ذ ٔٙدش ثٝ دلایُ دیـشفز ػشًبٖ اػز ٚ ٔی

ای وٝ أشٚصٜ  سٛٔٛسٞبی ثذخیٓ ؿٛد ثٝ ٌٌٛ٘ٝیشی  ؿىُ

سٛخٝ ثٝ ایٗ ٔؼئّٝ دس دسٔبٖ ػشًبٖ ثؼیبس إٞیز دیذا 

دسٔب٘ی وشدٜ ٚ اثشار آٖ دس دبػخ ثٝ سادیٛسشادی ٚ ؿیٕی

ٔشسجي ثب ایٗ  ؼٓیٔىب٘٘یض ٔٛسد ٌٔبِٔٝ لشاس ٌشفشٝ اػز. 

 (HIF)ٞیذٛوؼی ی وٙٙذِٜمبا فبوشٛس اثشار ٔشثٛى ثٝ

(Hypoxia-Inducible Factor (HIF) Family 

Of Transcription Factors  )ی  وٝ اص خب٘ٛادٜ اػز

فبوشٛسٞبی سٚ٘ٛیؼی اػز ٚ دس ؿشایي ٞیذٛوؼی حبد یب 

ٞبی ٞذف سٛا٘ذ ٔٙدش ثٝ افضایؾ سٚ٘ٛیؼی طٖٔضٔٗ ٔی

اص  یبسیثؼ یٜذٙوٙ ٓیٓبُٔ سِٙایٗ فبوشٛس یه  ؿٛد.

 ،یػِّٛ شی، سىثیغآدٛدشٛص ٔثُ یػِّٟٛٔٓ  یٙذٞبیفشآ

 ،یذٛوؼیٞ ٗ،ی. ثٙبثشااػزٌّٛوض  ؼٓیسٌضایی ٚ ٔشبثِٛ

 ؼٓیٚ ٔشبثِٛ یخٛ٘ یٞبػَّٛ ُیسـى ،یىیط٘ش یثجبس یث

فـبس  ؾیدٞذ. فـبس خٖٛ ثبلا، افضایٔ ؾیسا افضا یٞٛاصیث

، ٌّٛوض (Interstitial Fluid Pressure) ٔبیْ ثیٙبثیٙی

 ؼٓیٔشبثِٛی غّجٝاص ی لاوشبر ٘بؿ یٚ غِّز ثبلا ٗییدب

 یٞبدس ثبفز یخبسج ػِّٛ pHثبٓث وبٞؾ  ،یٞٛاصیث

                        .(16ٚ17) ؿٛدیٔ (سٛٔٛس ذٚصیاػ )سٛٔٛس

NO  ،هــ٘یششی ٝــوی یبٞضیٓــ٘آ يــسٛػدسٖٚ ػِّٛی 

( Nitric Oxide Synthase)( NOS) صػٙشب وؼیذا

اص  ّیــكا ْشــف  ٝـػ. ددشـٔیٌ سِٛیذ ذ٘ٔیؿٛ ٜ٘بٔیذ

  ،( (nNOSجیــٓل NOS. داسد دٛــخٚ ضیٓــ٘آ ٗــیا

NOS  َسّیبٚذـــ٘ا(eNOS )ٚ NOS ِمبییا (iNOS ) ٝو

 دسٞش ػٝ ایضٚفشْ  .ؿٛ٘ذ یـٔ ٖثیب ٞبنٔحش ثٝ دبػخدس 

 یبییسذــٔیشٛوٙ NOS ٌیصسب ثٝ. داس٘ذ دخٛٚ ػیشٛدلاػٓ

(mNOS ) شا ــٔٙحل ٝــو ٜذــؿ فــوـ٘یض

 سركٛ ثٝ NOS ی٘ضیٓٞبآ ٕٞٝ داسد. دخٛٚ سیٔیشٛوٙذدس

 دٚ یـًسا  وؼیذا ٘یششیه ٞبآٖ .ٔیوٙٙذ ُٕٓ یٕشدإٞٛ

 -L ثٝ ٘یٗآسط -L ٔشحّٝ اوؼیذاػیٖٛ آٔیٙٛاػیذ

 وؼیسٚٞیذ-N ػيٚا سشویت ًشیكاص  ، NOٚ ِیٗٚػیشش

L- ّٕٓىشد ٔیوٙٙذ.  سِٛیذ ٘یٗآسطNO   ًشیك ٕٓذسب اص

 cGMP (Cyclic Guanosine ی ٚاثؼشٝ ثٝچشخٝ

Monophosphate) ٌضاسؽ ؿذٜ اػز وٝ  اػز ٚNO 

ٓٙٛاٖ  ثٝٔیضاٖ وٓ دس ػَّٛ سِٛیذ ؿٛد  وٝ ثٝ ٘یض دس كٛسسی

 یٙذٞبیاص فشآ یبسیٚ ثش ثؼ وشدُٜٕٓ  دیبْٔجذَ  هی

آٞٗ ٚ  ػشبصخٖٛ، ٞٛٔٛ بٖیخش ٓیٔب٘ٙذ سِٙ یىیِٛٛطیضیف

ثبلا ثبٓث ػٌح أب دس  .ٌزاسدیٔ شیسبث ٘یا٘شمبَ ٘ٛسٚ

                          (. 18ٚ19) ؿٛدٔی یغٚ آدٛدشٛص DNAسخشیت 

 ٘ٛٓی ػَّٛ ػشًب٘ی ثٛدٜ وٝ اص PC12ی ػِّٛی سدٜ 

ؿٛد. ایٗ ػَّٛ ی ٔٛؽ كحشایی خذا ٔیشٛٔبیفئٛوشٚٔٛػب

ٞبی سٛا٘ذ ٚیظٌیدس ٔحیي وـز سؿذ ٕ٘ٛدٜ ٚ ٔی

داسای (، ٕٞچٙیٗ 20ٚ21ٞبی ٓلجی سا ٘ـبٖ دٞذ ) ػَّٛ

دس ػٌح  NK1یٔٙی  Substance Pی اخشلبكی  ٌیش٘ذٜ

           (.22) ثبؿذخٛد ٔی

ِٔٙٛس ؿجیٝ ػبصی سیضٔحیي احیب ٚ  دس ایٗ سحمیك، ثٝ

ٓٙٛاٖ  ٞبی ػشًب٘ی اص ػیؼشئیٗ ثٝف ػَّٛٞیذٛوؼی اًشا

ٞب ػٕی ی احیبء وٙٙذٜ دس غِّشی وٝ ثشای ػَّٛیه ٔبدٜ

 Substance Pیش بثس(، اػشفبدٜ ؿذٜ اػز ٚ 23٘یؼز)

ٕٞٛػیؼشئیٙٝ ٚ ًجیٔی دس حوٛس ػیؼشئیٗ ثش ٔیضاٖ 

ثشسػی ؿذ. دس ادأٝ  PC12ٞبی ػشًب٘ی سؿذ ػَّٛ

سحز سبثیش ٞش دٚ  PC12سغییشار سیخز ؿٙبػی ػَّٛ 

دس ثشاثش ػٕیز دشاوؼیذ  NOّ٘ٛ دذشیذ ٚ ٔیضاٖ سِٛیذ 

سٛا٘ذ ثٝ ٔی H2O2 ٞیذسٚطٖ ٔٛسد ٌٔبِٔٝ لشاس ٌشفز. 

DNA  ٚ ٝٞؼشDNA  ،ٜٔیشٛوٙذسی ٞش دٚ آػیت سػب٘ذ

ی ػِّٛی ؿذٜ، ٞبی چؼجٙذٜٔٛخت افضایؾ ثیبٖ ِٔٛىَٛ

ٞبی سٚ٘ٛیؼی وٝ ثبٓث ٔشي ٚ دیٍش فبوشٛس P53فٔبِیز 

           (.24ٚ25دٞذ )ؿٛ٘ذ سا افضایؾ ػَّٛ ػشًب٘ی ٔی

 

 ها  واد و روشم

اص ا٘ؼشیشٛ دبػشٛس سٟشاٖ سٟیٝ ؿذ. ٔٛاد  PC12ٞبی ػَّٛ

-ٗیّیػ یدٙٔٛسد ٘یبص وـز ػِّٛی )ؿبُٔ 

اص ؿشوز  (ٗیٌّٛسبٔٚ  بٚیٌ ٗیػشْ خٙ ٗ،یؼیاػششدشٛٔب

Gibcoٞب اص ؿشوز دبسع آصٖٔٛ، ٞب ٚ ٔیىشٚدّیز، فلاػه

ٚ ٔٛاد ٔٛسد ٘یبص ثشای  Sigmaػیؼشئیٗ اص ؿشوز 

اص ؿشوز ( Griess Reaction) ٚاوٙؾ ٌشیغ

Promega  .خشیذاسی ؿذ٘ذ 

حبٚی  RPMI(Gibco) 1640ٞب دس ٔحیي وـز ػَّٛ

NaHCO3  ٚHEPES (N-2-

hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane 

sulfonic acid  )Mm) 10ٕٝٞشاٜ ػشْ خٙیٗ ٌبٚی ( ث 

FBS (Fetal Bovine Serum)) 10  دسكذ(W/V) 

 وٝ ػیؼشٓ وٕذّٕبٖ آٖ ثب ٌشٔب غیشفٔبَ ؿذٜ، ٌّٛسبٔىغ

(Glutamax(dipeptide L-alanyl-L-

glutamine) ) 1 دسكذ (V/V)  1ٚ آ٘شی ثیٛسیه 

 T-25دسٖٚ فلاػه وـز ػَّٛ  (V/V) دسكذ

(NUNC)  ٌشاد دسخٝ ػب٘شی 37دس ا٘ىٛثبسٛس ثب دٔبی

ٞٛا ٚ سًٛثز وبفی وـز  دسكذ 95، دسكذ CO25 حبٚی 
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ػبٓز ٔحیي وـز لذیٕی ثب  48دادٜ ؿذ٘ذ. دغ اص 

سب  70ٞب، سبصٜ سٔٛین ؿذ. ٍٞٙبٔی وٝ ػَّٛٔحیي وـز 

ٞب ثب دسكذ اص وف فلاػه سا فشا ٌشفشٙذ، دبػبط ػَّٛ 80

، Trypsin-EDTA (200 Unit/ml)اػشفبدٜ اص ٔحَّٛ 

ٞب دس فبص ٍِبسیشٕی سؿذ ا٘دبْ ٌشفز ٚ ثب دبػبط دادٖ ػَّٛ

      (.16) ٍٟ٘ذاسی ؿذ٘ذ

 84/96  (HPLC)ثب خّٛف  Substance Pٞبی دذشیذ 

 gr/mol ٚ substance  63/1347ٚ ٚصٖ ِٔٛىِٛی  دسكذ

p(lys-homocysteine)  ثب خّٛف (HPLC)  92/95 

سٛػي ؿشوز   gr/mol 82/1463ٚ ٚصٖ ِٔٛىِٛی  دسكذ

ProteoGenix SAS . فشا٘ؼٝ سٟیٝ ؿذ٘ذ 

ٞبی ا٘ىٛثٝ ؿذٜ دس حوٛس فٔبِیز ٔشبثِٛیىی ػَّٛ

ٞبی ٔخشّف اص دذشیذ ٚ ػیؼشئیٗ ثب اػشفبدٜ اص  غِّز

      ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفز.  MTT (MTT assay)سؼز 

-MTT (MTT (3-(4, 5دس ایٗ سٚؽ ٔمذاسی اص 

dimethylthiazolyl-2)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide))   ٝصسد سً٘ و

ؿٛد، سٛػي آ٘ضیٓ دٞیذسٚط٘بص ایٗ ٞبی ص٘ذٜ ٔی ٚاسد ػَّٛ

وٙذ ؿٛد ٚ سػٛة ثٙفؾ سٍ٘ی ایدبد ٔیٔی  ٞب احیبَػّٛ

ٌیشی اػز. ثشای  سٚؽ اػذىششٚػىٛدی لبثُ ا٘ذاصٜ وٝ ثٝ

 1ٌشْ اص ایٗ سشویت دس ٔیّی MTT ،5ی اػشٛن سٟیٝ

ٞش چبٞه اص  ذ. ثٝؿِیشش ثبفش ٕ٘ىی فؼفبر حُ  ٔیّی

 200ػَّٛ دس  10000ای  خب٘ٝ 96ُشٚف وـز 

ػبٓز  24ؿذ. دغ اص ٔیىشِٚیشش ٔحیي وـز اهبفٝ 

ٞبی ػبٓز ثب غِّز 48ٞب ثٝ ٔذر ا٘ىٛثبػیٖٛ ػَّٛ

ٔٛلاس( ٚ  10-10ٔٛلاس سب   10-4ٔخشّف دذشیذ )اص غِّز 

ٔیىشٚٔٛلاس سیٕبس ؿذ٘ذ.  5×10-4ٔیضاٖ  ػیؼشئیٗ ثٝ

ٔیىشِٚیشش اص  5ػذغ ٔحیي وـز سٚیی خبسج ٚ 

ذ. دغ اص چٟبس ػبٓز ؿثٝ ٞش چبٞه اهبفٝ  MTTاػشٛن

د٘جبَ خشٚج ٔحیي  دسخٝ ثٝ 37دس ا٘ىٛثبسٛس  داسی ٍ٘ٝ

 DMSOٔیىشٚ ِیشش  100سٚیی ٚاوٙؾ، ثب اهبفٝ وشدٖ 

 ذ. ایٗ ٔحَّٛ ثبٓث حُ ؿذٖ ثّٛسٞبی فشٔبصاٖؿٔشٛلف 

(Formazan ) ً٘ؿذٜ ٚ دسخبر ٔشفبسی اص ؿذر س

وٙذ وٝ ایٗ ؿذر سً٘ ٔٔیبسی اص ثٙفؾ سب ػفیذ ایدبد ٔی

خزة ٞبی ص٘ذٜ دس ٔحیي اػز. ػذغ ٔیضاٖ سٔذاد ػَّٛ

الایضاسیذس دس ًَٛ ٔٛج دػشٍبٜ ٚػیّٝ ٝ ث ٞبخب٘ٝ٘ٛسی 

ٞبی ٌیشی ؿذ ٚ سٛاٖ حیبسی ػَّٛ ٘ب٘ٛٔشش ا٘ذاصٜ 570

( ٔحبػجٝ وٙششَ) ؿبٞذ ٞبیسیٕبس ؿذٜ ٘ؼجز ثٝ ػَّٛ

كٛسر دسكذ ٔمبدیش حبكُ اص وٙششَ  . ٘شبیح حبكُ ثٝذؿ

                                                      ذ.ؿثیبٖ 

ِٔٙٛس سلٛیش  ثشای ایٗ :هابررسی مورفولوشیکی سلول

ٞبی ٔخشّف اص  ػبٓز ثب غِّز 48ٔذر  ٞبیی وٝ ثٝػَّٛ

 10-10ٔٛلاس سب   10-4)اص غِّز SP-H ٚ SPدذشیذٞبی 

ٔیىشٚٔٛلاس سیٕبس  5×10-4ٔیضاٖ   ٔٛلاس( ٚ ػیؼشئیٗ ثٝ

ثبؿذ ٚ وٙششَ وٝ فبلذ دذشیذ ٔی ٞبی ؿبٞذؿذٜ ا٘ذ، ػَّٛ

ٕٞشاٜ ٔحَّٛ  ٔٙفی وٝ حبٚی ػَّٛ ٚ ٔحیي وـز ثٝ

اػز سٛػي  دسكذ X-100 4 ( Triton-X100) سشیشٖٛ

إِٓبٖ( ثب  Zeiss( )26) ٔیىشٚػىٛح سٕبیض فبصی

روش اػز وٝ  دػز آٔذ. لاصْ ثٝٝ ثشاثش ث 200ثضسٌٕٙبیی

ٞبیی ػَّٛدِیُ صیبد ثٛدٖ سٔذاد سلبٚیش حبكّٝ اص ثیٗ  ثٝ

ٞبی ٔخشّف دذشیذی سیٕبس ؿذٜ ثٛد٘ذ، یه وٝ ثب غِّز

ؿٛد(  بثیش دیذٜ ٔی)غِّشی وٝ دس آٖ ثیـششیٗ س ٔٛسد

                                              ٓٙٛاٖ ٕ٘ٛ٘ٝ ٌضاسؽ ؿذ. ثٝ

ِٔٙٛس ثشسػی  . ػذغ ثH2O2ٝػٙدؾ ػٕیز اِمب ؿذٜ ثب 

اثش حفبُشی دذشیذ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ دس ثشاثش اػششع 

ٓٙٛاٖ  ثٝ H2O2اوؼیذاسیٛ ٘بؿی اص دشاوؼیذٞیذسٚطٖ، اص 

ی ٔشي ػِّٛی اػشفبدٜ ؿذ سب ٔیضاٖ سؿذ ٓبُٔ اِمب وٙٙذٜ

ی ٞب دسحوٛس ٚ ٓذْ حوٛس یه ٓبُٔ اِمب وٙٙذٜػَّٛ

ٞش  ٔشي ػِّٛی ٘یض ٔٛسد ثشسػی لشاس ٌیشد. ثذیٗ ِٔٙٛس ثٝ

ػَّٛ  7000خب٘ٝ ای حذٚد  96چبٞه اص ُشٚف وـز 

 24ٔبوشِٚیشش ٔحیي وـز اهبفٝ ؿذ. دغ اص  200دس 

ػبٓز ٘یض ثب  24ٔذر  ٞب ثٝػبٓز ا٘ىٛثبػیٖٛ، ػَّٛ

 IC50 (halfسیٕبس ؿذ٘ذ ٚ  H2O2ٞبی ٔخشّف اص غِّز

maximal inhibitory concentration)  ٜثب اػشفبد

                     سٔییٗ ؿذ. MTTاص سؼز 

ٌیشی ٔیضاٖ سِٛیذ ٘یششیه اوؼیذ دسٖٚ ػِّٛی.  ا٘ذاصٜ 

دسایٗ آصٔبیؾ خٟز سٔییٗ ٔیضاٖ ٘یششیه اوؼیذ سِٛیذ 

( ثب 19ٚ27، اص ٔحَّٛ ٌشیغ )ؿذٜ دس ػَّٛ

 ٘یششار )دس آة دیٛ٘یضٜ pmol) 125 )mM 5/2حؼبػیز

 Sensitivity: 2.5mM (125pmol)) یب آة ٔمٌش(

nitrite (deionized, distilled water) and 

Catalog Number: G2930) سٚؽ  .اػشفبدٜ ؿذ

ٌیشی غیش ٔؼشمیٓ ٘یششیه اوؼیذ ٌشیغ ٔجشٙی ثش ا٘ذاصٜ

ؿذر ٘بدبیذاس ثٛدٜ ٚ  اػز. ٘یششیه اوؼیذ یه ِٔٛىَٛ ثٝ

ٌیشی ٔؼشمیٓ  ا٘ذاصٜدِیُ  وٛسبٞی داسد، ثٝ ایٗ ٘یٕٝ ٕٓش

ٞبیی ثٝ ٔشبثِٛیزب ػشیٔ أب ایٗ ٔبدٜ ٔـىُ اػز ب٘ؼجش آٖ

ؿٛد وٝ دبیذاس ٚ ٕٞچٖٛ ٘یششیز ٚ یب ٘یششار سجذیُ ٔی
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یه سخٕیٗ لبثُ  ٞب آٖ ػٙدؾ ٌیشی ثٛدٜ ٚ لبثُ ا٘ذاصٜ

  in vivo إًیٙبٖ اص ثشٖٚ دٜ ٘یششیه اوؼبیذ دس ٔحیي

                               .آٚسدفشاٞٓ ٔی

ذ ؿِٔٙٛس ا٘دبْ سؼز اثشذا ٔٙحٙی اػشب٘ذاسد سػٓ  ثٝ

ػبٓز  24ٔذر  ٞبیی وٝ لجلا ثب دذشیذٞب ثٝػذغ ػَّٛ

، دس ٔٔشم یغِٔٙٛس اِمبی آدٛدشٛص سیٕبس ؿذٜ ثٛد٘ذ ثٝ

H2O2 ػبٓز لشاس  3ٔذر  ٔبوشٚٔٛلاس ثٝ 150ثب غِّز

ثبس  3كٛسر  ٔیىشِٚیشش اص ٞش ٕ٘ٛ٘ٝ ثٝ 50ػذغ  ٌشفشٙذ.

 ای سیخشٝ ؿذ ٚ خب٘ٝ 96اص دّیز  سىشاس دس ٞش چبٞه

ذ. ثشای اهبفٝ وشدٖ ٔحَّٛ ٌشیغ ؿاهبفٝ ٔحَّٛ ٌشیغ 

ٔحَّٛ ٔیىشِٚیشـش  50 ٔشاحُ صیش ا٘دبْ ؿذ: اثشذا

 Sulfanilamide Solution (1%)ػـِٛفب٘یُ آٔیذ 

sulfanilamide in 5% phosphoric acid))  سٚی

اسبق ٚ دٔبی دلیمـٝ دس  10 ٔذر ٞب سیخشٝ ؿذ ٚ ثٕٝ٘ٛ٘ٝ

 ٔیىشِٚیشش 50 ػذغ ،ؿذ بػیٖٛ ا٘دبْا٘ىٛث دٚس اص ٘ٛس

 آٔیـذ دی ٞیذسٚوّشیـذدیاسیّیٗ ٔحَّٛ

(NEDSolution (0.1% N-1-

napthylethylenediamine dihydrochloride in 

water))   ٝدلیمـٝ دس  10 ٔذر ثٝ اٚ ٔدذد ذؿاهـبف

س٘ـً  ٚ بػیٖٛ كٛسر ٌشفزا٘ىٛث دٔبی اسبق ٚ دٚس اص ٘ٛس

ؿذ. آٍ٘بٜ  ٘ـب٘ٛٔشش خٛا٘ـذٜ 540حبكـُ دس ًـَٛ ٔـٛج 

 100سـب  0ٞـب ثـب خـزة اػـشب٘ذاسد )خـزة ٕ٘ٛ٘ـٝ

ٔیضاٖ ٘یششیه اوؼیذ ٔیىشٚٔٛلاس ٘یششار ػذیٓ( ٔمبیؼٝ ٚ 

                                         سِٛیذ ؿذٜ دس ٔبیْ سٚیی وـز ػِّٛی ا٘ذاصٜ ٌیشی ؿذ. 

 
 آناليز آماري 

كٛسر ػٝ ثبس سىشاس  ٞب ثٝایٗ ٌٔبِٔٝ، سٕبْ آصٔبیؾ دس

ثــشای سدضیــٝ ٚ سحّیــُ آٔــبسی اص ثش٘بٔــٝ  ا٘دبْ ؿذ.

  Statistical Package For Social (افــضاسی ٘ــشْ

Science (SPSS Statistics (Version 23) ٜاػشفبد

 ± Mean ( ا٘حشاف ٔٔیبس ±كٛسر ٔیبٍ٘یٗ ٚ ٘شبیح ثٝ ؿذ

(Standard Derivation (SD)   ٌضاسؽ ؿذ. اخشلاف

ٞبی وٙششَ ٚ سیٕبس ؿذٜ ثب اػشفبدٜ اص آٔبسی ثیٗ ٌشٜٚ

اص ِ٘ش  >05/0pٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفز ٚ  t-testآصٖٔٛ 

                (.28) داس سّمی ؿذ آٔبسی ٔٔٙی

 
 نتایج

 و Substance Pهای مختلف از پپتیذ اثر غلظت

substance p(lys-homocysteine)  بر توان حیاتی
  PC12.های سلول

ػبٓز سیٕبس وشدٖ ثب  48ثٔذ اص PC12 ٞبی ثمبی ػَّٛ

 Substance P  ٚsubstanceٞبی ٔخشّف اص دذشیذ غِّز

p(lys-homocysteine)  سٛػي سؼزMTT  ٚ ٜػٙدیذ

  آٚسدٜ ؿذٜ اػز. 1دس ؿىُ  ٘شبیح حبكُ
 

 

 

 

ٞبی دس حوٛس ػیؼشئیٗ ثش سٛاٖ حیبسی ػَّٛSubstance P  ٚ substance p(lys-homocysteine)ٞبی ٔخشّف اص دذشیذ اثش غِّز: 1ؿىُ 

PC12  ٔٛلاس(  10-10ٔٛلاس  سب  10-4غِّز ٞبی ٔخشّف دذشیذ )اص ٞب ؿبُٔ ػَّٛ ٚ ٔحیي وـز ثٝ ٕٞشاٜ غِّزػبٓز سیٕبس وشدٖ. ٕ٘ٛ٘ٝ 48ثٔذ اص

ثبؿذ ٚ چبٞه ( وٝ سٟٙب حبٚی ػَّٛ، ػیؼشئیٗ ٚ ٔحیي وـز اػز ٚ فبلذ دذشیذ ٔیcontrolٔیىشٚ ٔٛلاس، ؿبٞذ ) 5×10-4ٔیضاٖ  ٚ ػیؼشئیٗ ثٝ

ا٘حشاف ٔٔیبس ٕ٘بیؾ  ±ٛسر ٔیبٍ٘یٗك ٞب ثٝػبٓز سیٕبس ؿذٜ اػز. سٕبْ دادٜ 2ٔذر  ثٝ دسكذ 4 (tri)ٕٞشاٜ سشیشٖٛ  حبٚی ػَّٛ ٚ ٔحیي وـز وٝ ثٝ

                     *** دس ٔمبیؼٝ ثب ٌشٜٚ ؿبٞذ.>0p< ٚ *0001 /0p< ،**00001 /0p/ 05ا٘ذ ٚ دادٜ ؿذٜ

** 
** 
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** 
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* * 
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٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ  PC12ٞبی ٔیضاٖ افضایؾ سؿذ ػَّٛ

ٜ اػز. هٕٙبً اص ایٙدب ثٝ ثٔذ آٔذ 1ؿبٞذ دس خذَٚ 

،  Cys+Substance Pِٔٙٛس ػبدٜ سش ؿذٖ، سشویجبر  ثٝ

Cys+ substance p(lys-homocysteine)  ٚ ثٝ اخشلبس

٘ـبٖ دادٜ  C ٚ S+C+(SP-H) كٛسر  سشسیت ثٝ ثٝ

                     ؿٛ٘ذ. ٔی

 

 
 ٞبی حبٚی دذشیذ ٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ ؿبٞذدس ٕ٘ٛ٘ٝ PC12ٞبی دسكذ افضایؾ سؿذ ػَّٛ :1خذَٚ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 2ًٛس وّی ٞش  ؿٛد ثٝدیذٜ ٔی 1ًٛس وٝ دس خذَٚ  ٕٞبٖ

( ٔٛخت افضایؾ سؿذ >05/0pداسی )ًٛس ٔٔٙی سشویت ثٝ

ثبؿذ ای ٔیا٘ذ أب سٚ٘ذ ایٗ افضایؾ ثٝ ٌٛ٘ٝٞب ؿذٜػَّٛ

ًٛس  ٞب ثٝٔٛلاس سؿذ ػَّٛ 10-6ٔٛلاس سب  10-4وٝ اص غِّز 

( ثیـشش ؿذٜ اػز ثٝ ٘حٛی وٝ ٔیضاٖ >05/0pداس)ٔٔٙی

 دسكذ  9/39 اص C+(SP-H)افضایؾ سؿذ ثب افضٚدٖ: 

( اص  SP)+C ،دسكذ 65/78٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ ؿبٞذ ثٝ 

 دسكذ 55/38٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ ؿبٞذ ثٝ  دسكذ 75/28

ٔٛلاس  10-10ٔٛلاس سب  10-6ٞبی سػیذٜ اػز. أب اص غِّز

( وٕشش ؿذٜ >05/0pداسی ) ًٛس ٔٔٙی سٚ٘ذ افضایؾ سؿذ ثٝ

-SP)٘حٛی وٝ ٔیضاٖ افضایؾ سؿذ دس ٔدبٚسر:  اػز ثٝ

H)+C  25/25٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ ؿبٞذ ثٝ  دسكذ 65/78اص 

٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ ؿبٞذ ثٝ  دسكذ 55/38( اص SP)+C، دسكذ

ؾ سؿذ دس سػیذٜ اػز. حذاوثش ٔیضاٖ افضای دسكذ 07/25

ثبؿذ. ٔٛلاس ٔی 10-6ٞب ٔشثٛى ثٝ غِّز ٞش یه اص ٌشٜٚ

وٕششیٗ ٔیضاٖ سؿذ ٘یض دس چبٞه ٔحشٛی سشیشٖٛ دیذٜ 

ؿذ صیشا سشیشٖٛ سٚی سؿذ اثش ٔٙفی داؿشٝ ٚ ثبٓث اص ثیٗ 

                                    ؿٛد. ٞب ٔیثشدٖ ػَّٛ

در  PC12های بررسی تغییرات مورفولوشیکی سلول
 های مختلف پپتیذی اثر تاثُیر نمونه

ِٔٙٛس ثشسػی ویفی سغییشار ٔٛسفِٛٛطیىی دس اثش سبثیش  ثٝ

 10-6ٓٙٛاٖ ٕ٘ٛ٘ٝ غِّز  ٞبی ٔخشّف دذشیذی ثٕٝ٘ٛ٘ٝ

ثیش دیذٜ بٔٛلاس اص دذشیذٞب وٝ دس آٖ غِّز ثیـششیٗ س

ٞبی ٔٛاخٝ یبفشٝ ثب ایٗ ؿٛد ا٘شخبة ٚ سلٛیش ػَّٛٔی

ٞبی (، ػC  ٚSP)+Cَّٛ+(SP-H)  غِّز اص دذشیذٞبی

ٞبیی وٝ حبٚی ثبؿذ ٚ ػَّٛؿبٞذ وٝ فبلذ دذشیذ ٔی

آٚسدٜ ؿذٜ  2اػز دس ؿىُ  دسكذ 4(tri)ٔحَّٛ سشیشٖٛ 

           اػز.

 
 

  
 Dٔٛلاس 6- 10  (H+C) ٞبی حبٚیػَّٛ Cٔٛلاس،  6-10  (S+C) ٞبی حبٚیػَّٛ Bٞبی ؿبٞذ ، ػَّٛ Aٞب: سغییشار ٔٛسفِٛٛطیىی ػَّٛ :2ؿىُ

 ٞبی حبٚی ٔحَّٛ سشیشٖٛػَّٛ

ٞبی ٔخشّف اص غِّز ٕ٘ٛ٘ٝ

 دذشیذ)ٔٛلاس(

 

(SP-H)+C  
 

 

S+C 
 

4-10 
 

9/39 75/28 

5-10 67/46 32 

6-10 65/78 55/38 
7-10 42/53 65/33 
8-10 175/47 5/27 

9-10 5/27 25/26 
10-10 25/25 07/25 
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ٞبی حبٚی ٔـخق اػز ػَّٛ 2ًٛس وٝ دس ؿىُ  ٕٞبٖ

ٌٛ٘ٝ سغییش ٔٛسفِٛٛطیىی ٔـخلی ٘ؼجز ثٝ  دذشیذ ٞیچ

ٞبیی وٝ ثب سشیشٖٛ ٞبی ؿبٞذ ٘ذاؿشٙذ أب ػَّٛػَّٛ

داؿشٙذ سحز سبثیش سشیشٖٛ سغییش ؿىُ ٚاهحی ٔٛاخٝ 

ای وٝ اص فشْ دٚوی ؿىُ ٚ چؼجٙذٜ  داؿشٝ ا٘ذ ثٝ ٌٛ٘ٝ

دبٞبی وبرة خٛد سا اص دػز دادٜ ٚ ثٝ فشْ  ،خبسج ؿذٜ

٘ذ، ٔحشٛای ػِّٛی ای ٚ سحّیُ سفشٝ سجذیُ ؿذٜادایشٜ

ٞب ٘یض ثٝ ثیشٖٚ سیخشٝ ٚ سٚی ػٌح ٔحیي ثشخی اص آٖ

                ا٘ذ.  ٘ذٜوـز ؿٙبٚس ثبلی ٔب

 

 H2O2سنجص سمیت القا ضذه با 
  H2O2اػششع اوؼیذاسیٛ اص  یِٔٙٛس اِمب ػذغ ثٝ

ٞبی ٓٙٛاٖ اوؼیذاٖ اػشفبدٜ ؿذ سب اثش ٔحبفِشی ٕ٘ٛ٘ٝ ثٝ

دذشیذی فٛق اِزوش دس ثشاثش سغییش إٓبَ ؿذٜ دس سیض 

وٝ دس آٖ  H2O2. اثشذا غِّشی اص ؿٛدٔحیي ٔٛسد ثشسػی 

یبثذ وبٞؾ ٔی PC12ٞبی ٘یٕی اص سٛاٖ حیبسی ػَّٛ

سٔییٗ ؿذ ٚ ػذغ ثٝ ثشسػی سؼز  MTTسٛػي سؼز 

NO دػز آٔذٜ دشداخشٝ ؿذ.ٝ دس غِّز ث                

 

  
ٞب ؿبُٔ ػَّٛ ٚ ٔحیي وـز ػبٓز سیٕبس وشدٖ. ٕ٘ٛ٘ٝ 24ثٔذ اص  PC12ٞبی حیبسی ػَّٛٞیذسٚطٖ ثش سٛاٖ ٞبی ٔخشّف دشاوؼیذاثش غِّز :3ؿىُ

( وٝ سٟٙب حبٚی ػَّٛ ٚ ٔحیي وـز اػز ٚ control(، ؿبٞذ )g/ml µ1/3سب  g/ml µ400ٞیذسٚطٖ )اص غِّزٞبی ٔخشّف دشاوؼیذٕٞشاٜ غِّز ثٝ

***، >0p< ٚ *0001 /0p< ،**00001 /0p/ 05ا٘ذ ٚ ٕ٘بیؾ دادٜ ؿذٜ ٔٔیبس ا٘حشاف ±كٛسر ٔیبٍ٘یٗ ٞب ثٝثبؿذ. سٕبْ دادٜٔی  H2O2 فبلذ

000001 /0p<.دس ٔمبیؼٝ ثب ٌشٜٚ ؿبٞذ ****           

 

 g/ml µٔـخق اػز غِّز  3ًٛس وٝ اص ؿىُ  ٕٞبٖ

اثش   PC12ٞبی ثش سٛاٖ حیبسی ػH2O2َّٛ اص  150

ػبٓز  24ٞب سا ثٔذ اص  سٛا٘ذ ٘یٕی اص آٖ ٟٔبسی داؿشٝ ٚ ٔی

                سیٕبس وشدٖ اص ثیٗ ثجشد.
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

گیری میسان تولیذ نیتریک اکسیذ درون انذازه

 سلولی

دس ٕ٘ٛداس صیش ٔیضاٖ ٘یششیه اوؼیذ سِٛیذ ؿذٜ سٛػي 

ٞب دس حوٛس ٚ ٓذْ حوٛس ٞبی ا٘شخبثی اص ػَّٕٛ٘ٛ٘ٝ

H2O2 .٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز 

 

 
 

 

 

 
ٞب ٔحشٛی ػَّٛ ٚ . چبٞهH2O2ٞبی ا٘شخبثی دس حوٛس ٚ ٓذْ حوٛس ای ٔیضاٖ ٘یششیه اوؼیذ سِٛیذ ؿذٜ اص ٕ٘ٛ٘ٝثشسػی ٔمبیؼٝ NO:سؼز  :4ؿىُ

Hػبٓز ثب  3ٔذر  ٞب ثٝٞبی ٔخشّف دذشیذی وٝ ٘یٕی اص چبٞهٔٛلاس اص ٕ٘ٛ٘ٝ 10-7یب  10-6ٞبی ٕٞشاٜ غِّز ٔحیي وـز ٞؼشٙذ ثٝ
2
O

2 (150 

وٝ حبٚی ػَّٛ، ػیؼشئیٗ،  (NC)وٝ سٟٙب حبٚی ػَّٛ، ػیؼشئیٗ ٚ ٔحیي وـز اػز ٚ وٙششَ ٔٙفی (CG) ٔبوشٚٔٛلاس( سیٕبس ؿذ٘ذ، ٌشٜٚ ؿبٞذ 

*** >0p< ،*0001/0p< ٚ  ** 00001/0p/ 001ا٘ذ ٚا٘حشاف ٔٔیبس ٕ٘بیؾ دادٜ ؿذٜ ±ٔیبٍ٘یٗ  كٛسر ٞب ثٝاػز. سٕبْ دادٜ H2O2 ٔحیي وـز ٚ

                دس ٔمبیؼٝ ثب ٌشٜٚ وٙششَ ٔٙفی. >p< 000001 /0 **p<  ٚ0000001 /0***p*, 0/ 00001 دس ٔمبیؼٝ ثب ٌشٜٚ وٙششَ ٔثجز ٚ
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ٔٛلاس  10-7یب  10-6ٞبی ٞبی ا٘شخبثی )ؿبُٔ ػَّٛ، ػیؼشئیٗ ٚ ٔحیي وـز ثٝ ٕٞشاٜ غِّزدسٖٚ ػِّٛیِ ٕ٘ٛ٘ٝ NOدسكذ وبٞؾ سِٛیذ  :2ذَٚخ

 ٚ ثذٖٚ دذشیذ(H2O2 ٘ؼجز ثٝ ٌشٜٚ ؿبٞذ )فبلذ  H2O2 ٚ ثذٖٚ دذشیذ( ٚ ٓذْ حوٛسH2O2 ٘ؼجز ثٝ وٙششَ ٔٙفی )حبٚی  H2O2 دذشیذ( دس حوٛس

 

 

 

 

 

 

 

 

ؿٛد دس حوٛس ٚ ٓذْ ٔـبٞذٜ ٔی 2چٙب٘چٝ دس خذَٚ 

( >05/0pداسی )ًٛس ٔٔٙی ٞش دٚ سشویت ثٝ H2O2 حوٛس 

ا٘ذ ٚ ایٗ دسٖٚ ػِّٛی ؿذٜ NOٔٛخت وبٞؾ سِٛیذ 

٘حٛی اػز وٝ دس ؿشایي ٓذْ ٚخٛد  دشاوؼیذ  وبٞؾ ثٝ

ٔٛلاس، دذشیذ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ  10-6 ٞیذسٚطٖ، دس غِّز

دسكذ ثیـشش اص دذشیذ ًجیٔی ٔٙدش ثٝ  27سٛا٘ؼٙشٝ 

ٔٛلاس ٘یض دذشیذ  10-7ؿٛد ٚ دس غِّز   NOوبٞؾ سِٛیذ 

دسكذ ثیـشش اص دذشیذ  15ٕٞٛػیؼشئیٙٝ  سٛا٘ؼٙشٝ  

ثیش بسا وبٞؾ دٞذ ٚ ؿذر س  NOًجیٔی سِٛیذ 

 NOدس ٔیضاٖ سِٛیذ   Substance pٕٞٛػیؼشئیٙٝ ؿذٖ 

ثٝ ٌٛ٘ٝ ای ثٛدٜ اػز وٝ حشی دس ؿشایٌی وٝ یه ٓبُٔ 

٘یض دس ٔحیي ٚخٛد داؿشٝ  H2O2ی سؿذ ٔثُ  ٟٔبس وٙٙذٜ

  NOخٛثی ٔٙدش ثٝ وبٞؾ دسكذ سِٛیذ  ثبؿذ سٛا٘ؼشٝ ثٝ

ٔٛلاس،  10-6 دس غِّز H2O2 ؿٛد چٙب٘چٝ دس حوٛس 

دسكذ ثیـشش اص دذشیذ ًجیٔی  22دذشیذ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ 

 10-7ؿذٜ اػز ٚ دس غِّز   NOٔٙدش ثٝ وبٞؾ سِٛیذ 

سا   NOدسكذ ثیـشش اص دذشیذ ًجیٔی سِٛیذ  19ٔٛلاس 

                     وبٞؾ دادٜ اػز.

 

 بحث

، دشاوؼیذ (ROS)ٞبی فٔبَ اوؼیظٖ یىی اص ا٘ٛاّ ٌٛ٘ٝ

ٞیذسٚطٖ اػز وٝ ثؼشٝ ثٝ غِّز آٖ دس دسٖٚ ػَّٛ، دس 

ثؼیبسی اص ٔؼیشٞبی ا٘شمبَ دیبْ ٚ سلٕیٕبر ػِّٛی 

 دخیُ اػز.

 زیفٔبِ دلایُ ٔخشّفی چٖٛ ثٝ یػشًب٘ یٞبدس ػَّٛ

اخشلاَ ّٕٓىشد  ،ا٘شمبَ دیبْ ٔؼیشٞبی ثبلا، هیٔشبثِٛ

افضایؾ  ROSػٌح  ٞبٖطفٔبَ ؿذٖ آ٘ىٛ ،یشٛوٙذسیٔ

    لبدس ٞؼشٙذ   یػشًب٘ٞبی یبثذ. ٌشچٝ ػَّٛٔی

 

 یٞبخیفٙٛسثشٛا٘ٙذ ذ سب ٙوٙ دبدیا یػبصٌبس یٞب ٚاوٙؾ

وٝ سٔبدَ  یٍٞٙبٔ حبَ ٗیثب ا ،خٛد سا حفَ وٙٙذ ٓیثذخ

دس اثش ؿٛد، یٔخشُ ٔ اذیؿذ یػشًب٘ یٞبٔدذد ػَّٛ

آیذ ثٝ ثبس ٔی یخؼبسار فشاٚا٘اػششع اوؼیذاسیٛ حبكّٝ 

سٛا٘ذ ثب فٔبَ وشدٖ ٔؼیشآدٛدشٛص ٚ یب ٘ىشٚصٜ ٔیب وٝ ٟ٘بیش

، 29، 25، 24). ثٝ ٔشي ػَّٛ ؿٛدٞب ٔٙدش وشدٖ ػَّٛ

30)    

غِّز  ٘یششیه اوؼیذ اػز. ROSیىی دیٍش اص ا٘ٛاّ 

 20)اػز  ٗییدب بسیٞب ثؼدس ػَّٛ NO یٚالٔ هیِٛٛطیضیف

. ٚلشی غِّز ٘یششیه اوؼیذ دس اػز ٔٛلاس(٘ب٘ٛ 100سب 

افشذ وٝ ػَّٛ وٓ ثبؿذ، اثشار ٔٛافك ثب سٛٔٛس اسفبق ٔی

ؿبُٔ: سىثیش، سٌضایی، سٟبخٓ، ٔشبػشبص ٚ ػشوٛة آدٛدشٛص 

اثشار هذ سٛٔٛسی ٚ ٔشي  ٞبی ثبلاثبؿٙذ ٚ دس غِّزٔی

، اػششع DNA تیآػٝ ؿبُٔ افشذ وػِّٛی اسفبق ٔی

 Oxidative/ Nitrosative) صاسیٛششٚی/ ٘ٛیذاسیاوؼ

Stress )، ٌٕٔبِٔبر اػز یغٚ آدٛدشٛص یػِّٛ زیػ .

ٞبی سٚی ػَّٛسا  ٚاثؼشٝ ثٝ غِّزاثش  ٗیأشٔذدی 

 PC12ٞبی ثٝ ٓٙٛاٖ ٔثبَ دس ػَّٛا٘ذ. ٘ـبٖ دادٜٔخشّف 

اٞذا  ٚ NOثٝ خٛثی ٘ـبٖ دادٜ ؿذٜ اػز وٝ غِّز دبییٗ

 NO (DETA) (NO donors یٜوٙٙذ

(Diethylenetriamine Nitric Oxide Adduct) 
 یدس حبِا٘ذ ؿذٜ سىثیش هیسحشثبٓث  یًٛس لبثُ سٛخٟ ثٝ

 شیٔبْ٘ اص سىث (NO ٘ب٘ٛٔشش 600سب 200ثبلا )غِّز  وٝ

 زیٙٛػیوشاسٞبی ایٗ سٚ٘ذ دسػَّٛ. ذٜ اػزؿ

(Keratinocytes )، ٞذبسٛ وبسػیٙٛٔب 

(Hepatocellular Carcinoma) ،ٕیِٛػ 

( Human Leukemia (HL-60))  (HL-60)یا٘ؼب٘

ٞبی یىی اص ؿبخق  iNOS٘یض دیذٜ ؿذ ٚ افضایؾ

 ٞبی ٌّیٛثلاػشٛٔبسـخیق سٛٔٛس دس ػَّٛ

 ٞبی ٔخشّف اص دذشیذٕ٘ٛ٘ٝغِّز 

 )ٔٛلاس(

دس  NOدسكذ وبٞؾ سِٛیذ 

 H2O2 حوٛس

دس  NOدسكذ وبٞؾ سِٛیذ 

 H2O2 ٓذْ حوٛس

(SP-H)+C
6-10 36 49 

7-10(SP-H)+C 24 32 

SP+C
6-10 14 22 

SP+C
7-10 5 17 
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(Glioblastoma) ٝٞبی ٔحممیٗ اػز. ٕٞچٙیٗ یبفش

 یٞبدس ػَّٛ NOاص  یآدٛدشٛص ٘بؿدٞذ وٝ ٘ـبٖ ٔی

PC12 ِزیثٝ فٔب p53 ٍؿبُٔ  بٕیداسد ٚ ٔؼشم یثؼش

 وبػذبص یػبص، فٔبَیغطٖ آدٛدشٛص یؼیسٚ٘ٛ

(Caspaseactivation) ،ٖٛغـب  ددّیٕشیضاػی

      .(19ٚ30) ؿٛدیٔ DNA سمؼیٓ ٞؼشٝ ایٚ  یشٛوٙذسیٔ

دسٖٚ ػَّٛ   NOدشاوؼیذٞیذسٚطٖ یىی اص ٓٛأُ افضایؾ

سا سٛػي   L-Argلبدس اػز   iNOS اػز صیشا آ٘ضیٓ

H2O2 اوؼیذ وشدٜ ٚ ٔٙدش ثٝ سِٛیذNO   ؿٛد. اص ًشفی

ٞش دٚ ثشای  H2O2  ٚNOٓلاٜٚ ثش ایٗ وٝ افضایؾ غِّز 

ٞب ثب ٞٓ أىبٖ سـىیُ  ػَّٛ ػٕی اػز اص ٚاوٙؾ آٖ

سش اػز ٚ آیذ وٝ ثؼیبس ػٕیدشاوؼی ٘یششیز ثٝ ٚخٛد ٔی

      (. 31) ؿٛدٞبی سٛٔٛس ٔیٔٛخت آػیت ؿذیذسش ثٝ ػَّٛ

ٞبی ٔٛسد ٌٔبِٔٝ ثش سؿذ ثیش ٕ٘ٛ٘ٝبسی وٝ سِزا دس كٛس

ثشای  H2O2سٛاٖ اص ٞبی ػشًب٘ی ٔثجز ثبؿذ، ٔیػَّٛ

( ٚ ٔیضاٖ سِٛیذ 32) ایدبد اػششع اوؼیذاسیٛ اػشفبدٜ وشد

NO  دس ثشاثش ػٕیز دشاوؼیذ ٞیذسٚطٖ سا ٘یض ٔٛسد

ٞبی ٔٛسد ٌٔبِٔٝ لشاس داد سب ٔـخق ؿٛد وٝ آیب ٕ٘ٛ٘ٝ

ػَّٛ سا دس ثشاثش ػٕیز دشاوؼیذ سٛا٘ٙذ ٌٔبِٔٝ ٔی

ٞیذسٚطٖ دس غِّشی وٝ ثشای ػَّٛ ػٕی ٚ وـٙذٜ اػز 

ٞب ثب اػشفبدٜ ٘یض ٔحبفِز وٙذ. ػٙدؾ سٛاٖ حیبسی ػَّٛ

٘ـبٖ داد وٝ دس حوٛس ػیؼشئیٗ، دذشیذ  MTTاص سؼز 

SP َّٛٞبی ثبٓث افضایؾ سؿذ ػPC12 ؿٛد ٚ ٔی

شش سؿذ ٕٞٛػیؼشئیٙٝ ؿذٖ ایٗ دذشیذ ثبٓث افضایؾ ثیـ

ؿٛد ثٝ ٔیىشٚٔٛلاس ٔی1ٞب خلٛكبً دس غِّز ایٗ ػَّٛ

ؿٛد، ثٝ دیذٜ ٔی 2٘حٛی وٝ ٕٞبٖ ًٛس وٝ دس ؿىُ 

( ٔـخلی 26ِحبٍ ویفی ٞیچ ٌٛ٘ٝ سغییش ٔٛسفِٛٛطیىی )

لشاس  SP+C  ٚSP-H+Cٞبیی وٝ دس ٔٔشم ثیٗ ػَّٛ

ا٘ذ ٞب لشاس ٘ذاؿشٝ ٞبیی وٝ دس ٔٔشم آٖا٘ذ ثب ػٌَّٛشفشٝ

ثب  SPدٞذ وٝ اسد. ٌٔبِٔبر ٔحممیٗ ٘ـبٖ ٔیٚخٛد ٘ذ

 NK1 ش٘ذٜیٌ سٛا٘ذ اص ًشیكٞبی ٔخشّفی ٔیٔىب٘یؼٓ

 یػبصفٔبَٓٙٛاٖ ٔثبَ  ثبٓث افضایؾ سؿذ ػَّٛ ؿٛد. ثٝ

 ٞبی اػششٚٔبٚ سحشیه ٔیشٛص دس ػَّٛ  MAPK شیٔؼ

(373MG Astrocytoma Cell Line-U) (29 ،)

دس  Akt دیبْا٘شمبَ  شیٔؼ كیاص ًش یغوبٞؾ آدٛدشٛص

ٔٛؽ  (Cardiomyocytes) ٞبی وبسدیٛٔیٛػیز ػَّٛ

فٔبَ ؿذٖ اص ًشیك  یغٚ افضایؾ سىثیش ٚ وبٞؾ آدٛدشٛص

 3β-Akt / GSK (Human Retinal Pigment ٔؼیش

Epithelium Cell Line) ی ٞبػَّٛدسRPE 

(Human Retinal Pigment Epithelium Cell 

Line) َّٛٞب اص ٔشي اِمب ؿذٜ چـٓ وٝ ثبٓث ٘دبر ػ

(. ٘شبیح حبكُ اص 33) ؿذٜ اػز H2O2سٛػي اوؼیذاٖ 

ٌیشی ٔیضاٖ سِٛیذ ٘یششیه اوؼیذ دسٖٚ ػِّٛی ثب ا٘ذاصٜ

دس حوٛس ٚ ٓذْ حوٛس  NOاػشفبدٜ اص سؼز 

(g/mlµ150 )H2O2  ُ٘یض ثٝ خٛثی ٘ـبٖ  4دس ؿى

ٞبیی دس ػَّٛ NOًٛس وّی ٔیضاٖ سِٛیذ  دٞذ وٝ ثٝ ٔی

ٚ ػیؼشئیٗ ٕٞشاٜ ثب  H2O2 (g/mlµ150وٝ دس ٔٔشم )

ٞبی وٙششَ ٔٙفی ا٘ذ اص ػَّٛثٛدٜ SP  ٚSP-Hدذشیذٞبی 

ٞبی ثٛدٜ أب ثب ٕ٘ٛ٘ٝ H2O2( g/mlµ150وٝ حبٚی )

ثبؿذ ٚ دذشیذی ٚ ػیؼشئیٗ سیٕبس ٘ـذٜ ثٛد٘ذ وٕشش ٔی

ٞبیی دس ػَّٛ NOداس، دس ٔیضاٖ سِٛیذ ایٗ وبٞؾ ٔٔٙی

ا٘ذ ثٛدٜ SP  ٚSP-Hوٝ دس ٔٔشم ػیؼشئیٗ ٚ دذشیذٞبی 

ثٛدٜ ٚ  H2O2 ٞبی وٙششَ ٔثجز وٝ فبلذ ٘ؼجز ثٝ ػَّٛ

ٞبی دذشیذی ٚ ػیؼشئیٗ ٞٓ سیٕبس ٘ـذٜ ثٛد٘ذ ثب ٕ٘ٛ٘ٝ

ثبٓث  SP+C  ٚSP-H+Cؿٛد. ثٙبثشایٗ حوٛسٔـبٞذٜ ٔی

ؿذٜ اػز.  PC12ٞبی دس ػَّٛ NOوبٞؾ ٔیضاٖ سِٛیذ 

یؼٓ ِٔٛىِٛی وٝ ٔؼجت ایٗ وبٞؾ اػز اِجشٝ ٔىب٘

 NOS1 وٝ خبیی (. أب اص آ34ٖ) سبوٖٙٛ ٌضاسؽ ٘ـذٜ اػز

 ٚNOS3  غِّز ٘ب٘ٛٔٛلاسNO بسیثؼ یٞبدٚسٜ یسا ثشا 

غِّز  NOS2 ٚوٙٙذ یٔ ذی( سِٛمٝی/ دل ٝیوٛسبٜ ٔذر )ثب٘

)ػبٓز ٚ  یًٛلا٘ یصٔب٘ یٞبدٚسٜ ثشایسا  NO ىشٚٔٛلاسیٔ

(، 19) ثشسشی دس ػشًبٖ داسدٛٚ ٘مؾ ٔ وٙذیٔ ذیسٚص( سِٛ

 NO ٕٞچٙیٗ ٌضاسؽ ؿذٜ اػز وٝ افضایؾ ثیؾ اص حذ 

(، 35) دسٖٚ ػِّٛی خٛد اثش ٔٙفی ثش سِٛیذ ثیـشش آٖ داسد

ٞبی دذشیذی لبدس خٛاٞٙذ ثٛد  ثب یه سػذ ِٕ٘ٛ٘ٝ٘ش ٔی ثٝ

ثبصخٛسد ٔٙفی دس ٟٔبس ٚ یب وبٞؾ ثیبٖ ایٗ آ٘ضیٓ 

ٔـخق  2چٙب٘چٝ اص خذَٚ  ثیشٌزاس ثبؿٙذ. ٕٞچٙیٗبس

٘ؼجز ثٝ  NOسأثیش ثیـششی دس سِٛیذ   SP-H+Cاػز وٝ

SP+C سٛا٘ذ ٘ـبٖ دٞٙذٜ ایٗ ٔٛهّٛ داسد. ایٗ أش ٔی

ٚ  SPٞب ٔثُ ػشًبٖ وٝ ٔیضاٖ ثبؿذ وٝ دس ثشخی ثیٕبسی

  SP-Hیبثذ، سـىیُٕٞٛػیؼشئیٗ خٖٛ افضایؾ ٔی

 سٛا٘ذ اص ًشیك وبٞؾ سِٛیذ ٘یششیه اوؼیذ دسٖٚ ٔی

ػِّٛی ٚ حفبُز دس ثشاثش اػششع اوؼیذاسیٛ ثبٓث افضایؾ 

ٞبی ػشًب٘ی ؿذٜ ٚ سٚ٘ذ دیـشفز سؿذ ثیـشش ػَّٛ

 ػشًبٖ سا ػشٓز ثخـذ. 

 
                    گيري نتيجه

   ٗ وـٝ دس دسٔـبٖ ػـشًبٖ یىـی اص      ثٙبثشایٗ ثب سٛخـٝ ثـٝ ایـ
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ٞـــبی ٞــبی دیــــٟٙبدی اػــشفبدٜ اص آ٘شبٌٛ٘یؼـــز   سٚؽ

Substance P ثبؿذ دس ًشاحی آٖ ثبیؼشی ایـٗ ٘ىشـٝ   ٔی

ٔٛسد سٛخٝ لشاس ٌیشد وٝ آ٘شبٌٛ٘یؼز ًشاحی ؿـذٜ ٓـلاٜٚ   

، ٔـبْ٘ اص ٕٞٛػیؼـشئیٙٝ   NK1ثش ٕٔب٘ٔز اص فٔبَ ػـبصی  

                                                 .ؿٛد دس خٖٛ ٘یض SPؿذٖ 
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Abstract 

Aim: In the present study, the effects of homocysteinylated and normal forms of substance P were 

investigated on the proliferation of PC12 cell-line in the presence of cysteine.  

Material and methods: Cells were cultured in an RPMI-Glutamax medium containing 10% FBS and 

metabolic activity was assessed in the presence of different concentrations of peptide and cysteine 

using the MTT assay. Afterward, the morphological changes were determined using phase-contrast 

microscopy. In order to evaluate the protective effect of homocysteinylated peptide against H2O2, cells 

were treated with 150 µg/ml H2O2 for 3 h, and their nitric oxide production was assessed using the 

Griess colorimetric assay. 

Results: findings showed that two forms of substance P, at selected concentrations, caused a 

significant increase in proliferation of PC12 cells and a decrease in the amount of NO production in 

response to H2O2 toxicity. At a concentration of 6-10 M, homocysteinylated and normal forms of 

substance P increased the rate of PC12 proliferation up to 78.65% and 38.55 % and decreased the 

levels of NO up to 36% and 14%, respectively. This indicates that homocysteinylated form of 

substance P is more potent (      than the normal form. The percentage of protection for 

homocysteinylated substance P was about 22% higher than the normal form. 

Conclusion: It seems that homocysteinylated substance P can increase the growth rate of cancer cells 

and promote the disease course through the reduction in NO production in pathological conditions. 

Keywords: Cancer cells; Homocysteine; PC12 cell line; Substance P 
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