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  چكيده

از طرفي از اهـداف مهـم   . اخيرا محققين گزارش كردند زهر زنبور عسل داراي اثر قوي ضد التهابي، ضد توموري و ضد سرطاني است: هدف
پـاييزه، از منطقـه   (هدف اين پژوهش، تعيين غلظت آپوپتوزي القا شـونده توسـط زهـر زنبـور      .رمان سرطان، راه اندازي آپوپتوزيس استد

   .مي باشد HL-60هاي  بر سلول) سمنان

و   FBSدرصد 10حاوي  RPMI 1640 از انستيتو پاستور تهيه و در محيط HL-60 سلولي  ي  ردهدر اين پژوهش تجربي  :مواد و روش ها
 15و  12، 5/7، 5، 5/2زهـر   مختلـف  هاي ها تحت تاثير غلظت ، سلولكشت بعد ساعت2 .مايسين كشت شداسترپتو -درصد پني سيلين 1

 طدرصد بقـا توس ـ  معكوس،ميكروسكوپ توسط ها  مورفولوژي سلولسپس . ساعت قرار گرفتند 24،48،72ميكروگرم بر ميلي ليتر به مدت 
   .ندشد بررسيرنگ آميزي هوخست و  فلوسيتومتري توسط ولي مرگ سلو  MTT سنجش

نشان داد مرگ القـا شـده    5آنكسينهاي فلوسيتومتري آنتي بادي  آناليز مورفولوژيكي و نتايج حاصل از رنگ آميزي هوخست و داده: نتايج
  . مي شود درصد آپوپتوزيس 50موجب القا  ليتر ميكروگرم بر ميلي 12توسط زهر آپوپتوزيس بوده و دوز 

وابسته بـه    ساعت اثر مهار تكثير 48هاي پايين زهر زنبور طي دوره تيمار  هاي اين تحقيق نشان داد به كارگيري غلظت داده :نتيجه گيري
داد نتايج اين پژوهش نشان . شود ها و نكروزيس مي باعث ليز شدن سلول ميكرو گرم بر ميلي ليتر 15دوز و زمان داشته و دوزهاي بالاتر از 

   .  است HL-60هاي  القا كننده آپوپتوزيس بر سلول ليتر ميكرو گرم بر ميلي 12كه دوز 

  5آنكسينزهر زنبور عسل، آپوپتوزيس، : واژ گان كليدي
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  مقدمه
هـايي مثـل    زهر زنبور عسل، در طب سـنتي در درمـان بيمـاري   

آرتريت، روماتيسم، تومورهاي سرطاني، بيمـاري هـاي پوسـتي و    
زهـر زنبـور حـداقل    . درد مورد استفاده قرار گرفته اسـت تسكين 
مليتين، آپامين، (نوع تركيب فعال شامل انواع پپتيدها  18حاوي 

، آمـين   A2، آنزيم هايي مثل فسفوليپاز MCD)آدولاپين، پپتيد 
و اجـزا غيـر   ) مثل هيستامين، اپـي نفـرين  (هاي فعال بيولوژيكي 

زهر . دارويي مي باشندپپتيدي است كه داراي تنوعي از خاصيت 
هـاي   زنبور داراي خاصيت ضد التهابي بـوده كـه يكـي از ويژگـي    

  ). 1و2(داروهاي ضد التهابي غير استروئيدي است 

اسيد آمينه و سم اصـلي   26حاوي ، يك پروتئين كوچكمليتين 
را افزايش داده و بـا    A2در زهر زنبور است كه فعاليت فسفوليپاز 

يك موجب از هـم گسـيختگي غشـاي    دارا بودن خاصيت هموليت
هاي سرطاني نيز، غشاي سلولي پتانسيل  در سلول. شود سلول مي

هاي سالم داشته و اكثـر پپتيـدهاي ليـز     غشايي بيشتري از سلول
همچنـين  . شـوند  ها مي كننده، موجب گسيختن غشاي اين سلول

مليتـين القـا كننـده آپوپتـوزيس بـوده و داراي       گزارش شده كـه 
توانـد بـه عنـوان     اين تركيب مـي ). 3و4(موري است اثرات ضد تو

هاي كالمودوليني عمل كرده و با غير  يكي از قوي ترين  بازدارنده
اثر ضد التهـابي  ) NFkB)nuclear factor kappaB فعال كردن 
گزارش شده كه اثر ضد التهـابي زهـر زنبـور بـا آزاد     . داشته باشد

 همــراه اســت هــا از مــدولاي فــوق كليــه  ســازي كــاتكول آمــين
)5.(Chen   و همكاران)پيشنهاد كردند كه اثرات سـمي زهـر   ) 6

صـورت   A2زنبور از طريق فعاليـت مليتـين بـر روي فسـفوليپاز     
هـاي   گرفته و الحاق پپتيد ليز كننده سـلولي مليتـين بـا گيرنـده    

توانـد نـوعي درمـان هدفمنـد و مفيـد       هورموني و ژن درماني مي
هاي سرطاني مثل  انواع سلول. اشدجهت درمان انواع سرطان ها ب

هـاي   كليه، ريه، كبـد، پروسـتات، مثانـه و سـينه هماننـد سـلول      
پيشـروي مـرگ سـلولي    . توانند هدف مليتين باشند لوكميايي مي

آپوپتوزيس از طريق چند مكانيسم مرگ سلولي هماننـد فعاليـت   
و متالوپروتئينازهاي ماتريكس در القا اثرات ضد سرطان  3كاسپاز
  ). 7و8( زهر زنبور و مليتين حياتي است توسط

آپـامين، يكـي از تركيبـات موجــود در زهـر زنبـور، كــوچكترين       
نوروتوكسين موجود در زهر زنبور بوده كه به عنـوان يـك بلـوكر    
انتخابي كانال پتاسيم فعال شده توسـط كلسـيم، اسـتراحت القـا     
شده توسـط اسـيد نيتريـك در فعاليـت انقباضـي خودكـار روي       

اين خصوصيت سـاختاري  . كند تر رحم در خانمها را مهار ميميوم

و دارويي آپامين ممكن است نقش مهمي در اثرات سمي بر روي 
  ).9(هاي سرطاني داشته باشد  سلول

ديگر سم موجود در زهـر زنبـور بـوده كـه توسـط       A2فسفوليپاز 
ــدهاي اســيد چــرب غشــا    ــدروليز بان ــال شــده، هي ــين فع مليتي

اليز كـرده و موجـب عـدم يكپـارچگي غشـا و      فسفوليپيدي را كات
رهايي اسيدچرب شده و اثر سمي از طريق فعاليت اين تركيب  و 
خانواده كاسپاز خاصيت از بين برنده سلول هـاي سـرطاني اسـت    

)10.(  

هاي با قدرت نامحـدود تكثيـر، مثـل سـرطان در نتيجـه       بيماريي
كه حداقل دهند  مطالعات نشان مي. شوند تغيير در ژنوم ايجاد مي

شـود   شش تغيير در فيزيولوژي سلولي موجب رشد بدخيمي مـي 
كه شامل خـود كفـا بـودن در تكثيـر سـلولي، مقـاوم بـودن بـه         

هاي باز دارنده تكثير سلولي، طفره رفـتن از آپوپتـوزيس،    سيگنال
عدم محدوديت در پتانسيل تكثير، تقويـت آنژيـوژنز و حملـه بـه     

تغييـرات گريـز از آپوپتـوزيس    يكي از ايـن  . ها هستند ساير بافت
برگرداندن دوباره  ،سرطانبنابراين يكي از اهداف در درمان . است

  ).11(هاي سرطاني است  مكانيسم آپوپتوزيس در سلول

، فرايندي اسـت كـه   )مرگ برنامه ريزي شده سلولي(آپوپتوزيس 
ايـن نـوع از   . اهميت اساسي در جلـوگيري از تكـوين تومـور دارد   

آپوپتـوزيس فراينـدي   . رد هومئوسـتاتيك دارد مرگ سلولي عملك
هاي مورفولوژيـك و بيوشـيميايي خاصـي     است كه توسط ويژگي

شود كه شامل حباب دار شدن سيتوپلاسـم، انقبـاض    مشخص مي
يكي از اين تغييرات جابجـايي  . است.... هسته، تراكم كروماتين و 

فسفاتيديل سرين از سطح داخلي غشا به سطح خارجي آن است 
غشا بـه   هاي سالم و به طور طبيعي در سمت داخلي در سلولكه 

در معـرض قـرار گـرفتن فسـفاتيديل     . سمت سيتوزول قـرار دارد 
آپوپتوزي توسـط ماكروفاژهـا    هاي سرين راه انداز شناسايي سلول

اي  دهند كه تنظيم آپوپتوزيس نقش عمده شواهد نشان مي. است
  ). 12( در پيشرفت تومور و درمان ضد توموري دارد

سرطان حاد پروميلوسيت، نوعي سرطان خـون و مغـز اسـتخوان    
بوده كه در نتيجه تجمع غير طبيعي پروميلوسيت هـا بـه وجـود    

آيد اين بيماري در اثـر يـك جابجـايي كرومـوزومي بـين ژن       مي
روي كرومـوزوم   (RARα)گيرنده آلفا تـرانس رتينوئيـك اسـيد    

، روي PML (Promyelocyte Leukemia)بـه ژن   17شـماره  
بـه   t(15:17) (q22;q12-21)بـه صـورت    15 كروموزوم شـماره 

بـه   PML-RARαوجود آمده و پروتئين مركبـي تحـت عنـوان    
يك دودمان سرطان حاد  HL60رده سلولي ). 13(آورد  وجود مي
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هاي تحقيقـاتي جهـت انجـام     پروميلوسيتي بوده كه در آزمايشگاه
ايـن رده  . داردهـاي خـوني كـاربرد وسـيعي      مطالعات روي سلول

هــاي انســاني را بــراي بررســي  ســلولي منبــع مــداومي از ســلول
شـود،   يز و آپوپتـوزيس مـي  رويدادهاي مولكولي كه منجر به تمـا 

  ).14( دهد ارائه مي

Liu  هـاي   بيان كردند كه زهر زنبور تكثير سلول) 15(و همكاران
ــرايط   ــوش را در ش ــاي م ــلول in vitroملانوم ــاي  و رشــد س ه

و  Hu. كنــد مــي مهــارin vivo شــرايط را در  B16ملانومــاي 
نشان دادند كـه پلـي پپتيـدهاي موجـود در زهـر      ) 16(همكاران 

. هاي هپاتوما ايجـاد كردنـد   زنبور مهار چشمگيري در رشد سلول
ها نشان داد كـه زمـاني    آناليز مكانيسم مرگ سلولي در اين سلول

 10در غلظت كه اين سلول ها تحت تاثير زهر زنبور قرار گرفتند، 
) 17(همـداني و همكـاران   . دچار  آپوپتوزيس شدند وم گرميكرو 

اثرات زهر زنبـور از  ايـران و اسـتراليا را بـر روي ميـزان فعاليـت       
و  K-562متالوپروتئينـــاز مـــاتريكس بـــر روي دو رده ســـلولي 

WEHI-164  بررسي كرده و دريافتند كه زهر زنبور از دو منطقه
لولي تفـاوت چشـمگيري نداشـته، در    متفاوت بر روي يك رده س

از . حالي كه واكنش رده هاي سلولي مختلف متفاوت خواهد بـود 
آنجا كه نوع منطقه توانسته بر روي نتايج بـه دسـت آمـده تـاثير     

هدف از اين پژوهش،  تعيين دوز كشنده زهـر زنبـور    گذار باشد،
 و نوع مرگ سلولي القا شده توسط اين) از منطقه سمنانپاييزه، (

  .مي باشد HL60منبع زهر بر روي رده سلولي 
  

  ها مواد و روش
براي انجام اين پژوهش تجربي كه در آزمايشگاه تحقيقاتي سلولي 

زهـر  . صورت گرفت خوارزميدانشگاه  دانشكده علوم زيستي،تكويني 
گـروه حشـره شناسـي    از ) پاييزه و از منطقه سمنان(زنبور عسل 

دكتر ايمـاني و بـا اسـتفاده از     -تدانشگاه آزاد واحد علوم تحقيقا
 1استوك زهر زنبـور بـا غلظـت    . روش شوك الكتريكي تهيه شد

 PBS:Phosphate Bufferرقيق شده با (ليتر  ميلي گرم بر ميلي

Saline (  15و  12، 5/7، 5، 5/2آماده و در غلظت هاي مختلـف 
سـاعت بـر    72و  48، 24ليتر در مدت زمـان   ميكرو گرم بر ميلي

  .اثر داده شد  HL60ي سرطانيها سلول

 HL60سرطان حاد پروميلوسـيتي   سلولي ي هرد :كشت سلولي
 RPMI از انستيتو پاستور ايران تهيـه شـد و در محـيط كشـت     

1640 (SIGMA درصد 10شده با غني (Gibco) FBS (Fetal 

Bovine Serum)  اسـترپتو مايسـين      -درصد پنـي سـيلين   1و

(Gibco) 70ي كه تـراكم سـلول هـا بـه     زمان. كشت داده شدند 
خانـه اي   24درون پليـت   4×104تعداد ها به  درصد رسيد، سلول
  درجـه  37در دماي  (Binder) درون انكوباتوركشت داده شده و 

، ساعت پس از كشت 2 .انكوبه شدند CO2د درص 5و  گراد سانتي
ميكرو  15و  12، 5/7، 5، 5/2با زهر زنبور با غلظت هاي  ها سلول
 72و  48، 24تيمار شده و   PBSر ميلي ليتر رقيق شده با گرم ب

  .ساعت تحت تيمار قرار گرفتند

ــون  -MTT(3-(4,5dimethyl thiazol2-yl)-2,5آزمــ

diphenyl-2H-tetrazolium bromide)  جهت ارزيابي بقا
 فمعرميكرو ليتر از  100بعد از گذشت زمان مورد نظر،  :سلولي
MTT )سـيگما ( )تترازوليوم برومايد دي متيل تيازول دي فنيل( 

هـر  به ميكرو گرم بر ميلي ليتر  5/0 با غلظت PBSرقيق شده با 
سـاعت درون   4خانه از پليت افزوده شده و سلول ها براي مـدت  

را   MTTسـلول هـاي زنـده،    . انكوباتور و در تاريكي قرار گرفتند
 توسط آنزيم دهيدروژناز ميتوكندريايي  به كريسـتالهاي فرمـازان  

 900سـاعت، بـه هـر خانـه از پليـت        4پس از . تبديل مي كنند
سـاعت در   12ميكرو ليتر ايزوپروپيل الكل اضـافه شـده و پليـت    

سپس جذب سلول هـاي  . محيط آزمايشگاه در تاريكي قرار گرفت
نانومتر توسط اسـپكتروفتومتر   570در   (optical density)زنده

ز فرمول زير محاسـبه  ميزان درصد سلول هاي زنده ا. خوانده شد
                                       ):18( شد

Optical density test/optical density control×100   
 

ها توسط ميكروسكوپ معكـوس و   آناليز مورفولوژي سلول
 24ليـت  درون  پ 4×104به تعداد  HL60هاي  سلول :فلورسنت

سـاعت از   48 و 24پـس از گذشـت   . كشـت داده شـدند  اي  خانه
تيمار با دوزهاي مختلف زهر زنبور، سـلول هـاي گـروه كنتـرل و     

هاي تحت تيماري مختلـف بـه دقـت در زيـر ميكروسـكوپ       گروه
جهت بررسـي مورفولـوژي بـا    . معكوس مورد بررسي قرار گرفتند

ــا غلظــت  هــا و  ميكروســكوپ فلورســنت، پــس از انجــام تيمــار ب
 -نده ســلوليدرصــد كشــ 50 غلظــت( Ic50مختلــف هــاي  زمــان

Inhibitory Concentration ( تعيين و اين گروه و گروه كنترل
توسـط  ) مخصوصا هسته سلول(جهت مشاهده مورفولوژي سلول 

ميكـرو   5/0غلظـت  با  )سيگما( 33432رنگ فلورسنت هوخست 
بـه طـور خلاصـه، بعـد از     . گرم بر ميلي ليتر رنگ آميـزي شـدند  

 PBSترل و تيمـار بـا   گذشت زمان مورد نظر سلول هاي گروه كن
شستشو شده، بر روي لامل كوت شـده بـا پلـي دي ليـزين قـرار      

درصـد   4دقيقـه در فرمـالين سـرد     15گرفته و براي مدت زمان 
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دقيقه در تاريكي در  20ها  لپس از اين مرحله سلو. تثبيت شدند
ــرض ــكوپ    مع ــر ميكروس ــه و در زي ــرار گرفت ــگ هوخســت ق رن

  .فلورسانس بررسي شدند
  

 :آپوپتوزيس بـا اسـتفاده از آزمـون فلوسـيتومتري    آناليز 
 12هاي گروه كنترل و گروه تيمار با زهر زنبور بـا غلظـت     سلول

 24براي مدت زمان  (IC50)ميكرو گرم بر ميلي ليتر از زهر زنبور 
 rpm 2000در =2/7pHســرد بــا    PBSســاعت، بــا   48و 

بـا   هـا  سپس محيط رويي را دور ريخته و سـلول . سانتريفيوژ شد
رقيق شده بـا   annexin V(abcam)آنتي بادي  ميكرو ليتر 100

 گـراد  سـانتي  درجه 4ساعت در  1به مدت  BSA-PBS درصد 3
به  PBS با  ها پس از زمان انكوباسيون، حجم سلول. انكوبه شدند

. سـانتريفيوژ شـدند   rpm 2000رسـانده و در  ميكرو ليتـر  1000
    هـا  ه شـد و بـه سـلول   پس از سانتريفيوژ، محيط رويي دور ريخت ـ

كونژوگه   (anti-rabbit IgG)از آنتي بادي ثانويه ميكرو ليتر 20
  BSA-PBSدرصـد  3رقيـق شـده بـا      FITCبا رنگ فلورسنت 
دقيقه در تاريكي درون يخچـال قـرار    45تا  30افزوده و به مدت 

            ميكــرو ليتــر فرمــالين 300هــا  ســپس بــه ســلول. گرفتــه شــد
ــاف  1 ــد اضـ ــده درصـ ــتگاه   هشـ ــا دسـ                     FACS Caliburو بـ

  (Beckton Dickinson,USA)    بــا اســتفاده از نــرم افــزار       
cell quess 19( آناليز شد.(  

نـرم افـزار    ازها  دادهتجزيه و تحليل آماري  جهت  :آناليز آماري
INSTAT ه و  اســتفاده شــدآنــاليز واريــانس يكطرفــه  آزمــون و
     >05/0P .گرديدنــدرســم  EXCEL برنامــهطريــق  نمودارهــا از

)P value  تلقـي   هـا  بـودن داده  دار معنـي مـرز   )درصد 5كمتر از
  .مرتبه تكرار شد 3هر آزمايش حداقل ه و گرديد

  

  نتايج
  اثر مهار كنندگي زهر زنبور بر روي ميزان تكثير سلول ها

بـه  هـاي   نشان داده شـده، يافتـه   1همانطور كه در نمودار شماره 
نشـان داد كـه درصـد زنـده بـودن       MTTدست آمده از سنجش 

، 5/7، 5، 5/2سلول هاي تحت تيمار با زهر زنبور در غلظت هـاي  
سـاعت   24ميكرو گرم بر ميلـي ليتـر در مـدت زمـان      15و  12

، در 88، 5/81، 5/73، 51، 37نسبت به گروه كنترل بـه ترتيـب   
، 59عت ســـا 72و در  5/84، 81، 5/67، 46، 5/33ســـاعت 48
اين نتايج نشان داد كه اثـر كشـندگي   . بود 5/83، 81، 76، 5/56

ساعت وابسته به دوز و زمان بوده  48ساعت و  24سلولي زهر در 
از  زهـر   ميكرو گرم بر ميلـي ليتـر   12و به طور تقريبي با غلظت 

اين در حالي . درصد مرگ سلولي مي شود 50موجب القاي  زنبور
م ميكـرو گـر   12 ر با دوزهاي بالاتر ازساعت تيما 72است كه در 

  .دنمي باشبر ميلي ليتر وابسته به دوز 
  

  
  

ساعت تيمار بر اساس  72و  24،48پس از طي   HL-60سلول هاي  (Viability%)مقايسه ي اثرغلظت هاي مختلف زهر زنبور بر درصد بقا : 1نمودار
  )MTT  0.05.<P*،0.01<P **،0.001 <P *** Mean±S.E سنجش
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  ها قبل و بعد از تيمار با زهر زنبور آناليز مورفولوژيك سلول

ها قبل و بعد از تيمـار بـا    جهت بررسي مورفولوژي سلولي، سلول
زهر زنبور به دقت توسط ميكروسكوپ اينورت مورد بررسي قـرار  

ها قبل از تيمار با زهـر زنبـور  بـه صـورت سـالم و       سلول. گرفتند

ها پـس   در اين سلول. ي ظاهر شدنديكپارچه با هسته كاملا طبيع
هاي بالاتر، سيتوپلاسم به صورت حباب دار شده  از تيمار با غلظت

  ).1شكل (مشاهده شد و هسته به صورت متراكم و قطعه قطعه 

  

  
 24انكوباسيون   هاي تيماري مختلف در زمان گروه كنترل و گروه) رنگ آميزي شده با هوخست( HL-60 هاي تغييرات مورفولوژيكي سلول :1شكل

ميكرو گرم بر 12غلظت (هاي گروه تيمار  شود، در سلول همانطور كه در شكل مشاهده مي. هاي مختلف زهر قرار گرفته اند ساعت كه تحت تاثير غلظت
ها  سته و سيتوپلاسم سلولها به صورت قطعه قطعه در آمده و سيتوپلاسم نيز حالت طبيعي ندارد، در حالي كه در گروه كنترل ه هسته سلول )ميلي ليتر

  .شود به صورت طبيعي ديده مي
  

  
  

ساعت تيمار با  24دهد كه با گذشت  نتايج به دست آمده از اين آزمون نشان مي. HL-60 هاي آناليز فلوسيتومتري اثر زهر زنبور بر روي سلول: 2شكل 
ميكرو گرم بر ميلي ليتر از زهر زنبور با  12لولها نداشته اما در غلظت غلظت هاي پايين تر زهر زنبور اثر زيادي روي القاي مرگ آپوپتوزيس روي س

در منحني، جمعيت سلول هاي زنده در سمت چپ پايين، سلول هاي . توزيس را نشان دادنددرصد مرگ آپوپ 50حدود  ها ، سلول annexin V بكارگيري
بالا در مراحل اوليه آپوپتوزيس در سمت راست پايين، سلول هاي در مراحل انتهايي آپوپتوزيس در سمت راست بالا و سلول هاي نكروزه در سمت چپ 

   .قرار دارند
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ــط آزمـ ـ    ــوزيس توس ــلولي آپوپت ــرگ س ــاليز م ون آن
  فلوسيتومتري

) IC50 )Inhibitory Concentrationبه منظـور تعيـين مقـدار    
 15و  12، 5/7، 5، 5/2 دوزهـاي  ها تحت تاثير زهر زنبور با سلول

. سـاعت قـرار گرفتنـد    48و  24ليتر به مدت  ميكرو گرم بر ميلي
بادي  و آنتي annexinV ها با آنتي بادي اوليه مار، سلولپس از تي

، 2در شـكل  . ار بـه رنـگ فلورسـنت انكوبـه شـدند     ثانويـه نشـاند  
هاي در مرحله اوليه  هاي زنده در سمت چپ و پايين، سلول سلول

هاي در مرحلـه انتهـايي    آپوپتوزيس در سمت راست پايين، سلول
هاي نكروز شده در سمت  آپوپتوزيس در سمت راست بالا و سلول

يتومتري هاي منحني فلوس داده. شوند چپ بالاي منحني ديده مي
ليتـر   ميكـرو گـرم بـر ميلـي     12نشان داد كه زهـر زنبـور در دوز   

  .شده استدرصد مرگ آپوپتوزي  50جب القاي مو
  

  بحث
هاي التهابي، تسكين درد  اثرات زهر زنبور عسل در درمان بيماري

هاي سرطاني در چندين دودمان سلولي مورد  و مهار تكثير سلول
ايش اثرات سمي زهر زنبور بـر  در اين آزم. تاييد قرار گرفته است

روي ميزان تكثير، مورفولوژي و نوع مرگ القا شده در رده سلولي 
HL60 نتايج حاصل از آزمون . بررسي شدMTT  در اين آزمايش

ساعت ميزان بقـا   48و  24نشان داد كه با افزايش دوز در زمان  
اين بدان معني اسـت كـه افـزايش دوز اثـر     . سلولي كاهش يافت

 72اما در . داشته است HL60هاي  ي در مهار تكثير سلولتر قوي
ساعت با افزايش دوز زهر، اثر مهاركنندگي تكثير زهر زنبور،  بـه  
دليل پايين بودن نيمه عمر زهر و غير فعال شدن اجزا سازنده آن 

اثر مهـار تكثيـر زهـر زنبـور     . در محيط كشت رو به افزايش دارد
 ـ هـاي سـرطاني    ر تعـدادي رده توسط محققيني كه زهر زنبور را ب

) 16(و همكـارانش    Liu. بررسي كردند، نيز مشاهده شده اسـت 
هاي ملانوماي موشـي را   گزارش كردند كه زهر زنبور تكثير سلول

و همكـاران   Chu. كنـد  مهـار مـي   in vitro, in vivoدر شـرايط  
گزارش كردنـد كـه زهـر زنبـور عسـل موجـب مهـار رشـد         ) 20(

هـاي اوستئوسـاركوماي    كبـدي و سـلول   هاي كارسـينوماي  سلول
MG63 شود مي.Chen   نيز اثبات كردند كه زهـر  ) 6(و همكاران

ــلول ــور در س ــوزي   زنب ــرگ آپت ــاي اوستئوســاركوما موجــب م ه
  .شود مي  Fasطريق بياناز  U2 OSهاي  سلول

هـاي   در اين پژوهش به منطور نشان دادن مرگ آپوپتوزي سـلول 
نـگ آميـزي بـا هوخسـت و آزمـون      تيمار شده با زهر زنبـور از ر 

و آنتـي بـادي ثانويـه نشـاندار بـا       annexin Vفلوسيتومتري بـا  
FITC مكانيسم عمل . استفاده شدannexin V    به ايـن صـورت

است كه اين تركيب نوعي پروتئين اتصال يابنده فسفوليپيدي بـا  
كيلو دالتون بوده و گرايش زيادي بـراي اتصـال    36وزن مولكولي 

  . هاي فيزيولوژيك كلسيم دارد يل سرين در غلظتبه فسفاتيد

القـا  هاي به دست آمده از اين آزمايش، نـوع مـرگ    در تائيد داده
 inشده توسط زهـر زنبـور در سـلول هـاي سـرطاني در شـرايط      

vitro, in vivo هايي توسط ساير محققـين گـزارش   در پژوهش 
در يافتنــد كــه زهــر زنبــور ) 21(و همكــاران  Jang. شــده اســت

 NCI-H1299وجب القا آپوپتوزيس در سلول هاي سرطان ريه م
  . گيرد صورت ميCOX2 شده و اين عمل  از طريق مهار بيان 

Moon  هـاي   نشـان دادنـد كـه تيمـار سـلول      )22(و همكارانش
با زهر زنبور،  باعـث القـا آپوپتـوزيس از طريـق       u937لوكميايي

ه بـر  عـلاو . شـود  مي AKt,ERKكاهش بيان چرخه سيگنالينگ 
، Bcl2اين آپوپتوزيس القا شده با زهر زنبور همراه با كاهش بيان 

. ريبوز پليمـراز بـود   ADPو كليواژ پلي  3افزايش فعاليت كاسپاز 
       ايــن مطالعــات هــم چنــين نشــان داد كــه زهــر زنبــور فعاليــت 

P38-MAPK  را  راه انـــدازي كـــرده و باعـــث كـــاهش بيـــان
AKt,ERK قش مهمي در فعاليـت ضـد   شده و القا آپوپتوزيس ن

زهر زنبور را ) 23(و همكارانش  Orsolic. توموري زهر زنبور دارد
اثـر   in vitroهاي كارسينوماي پستاني در شـرايط   بر روي سلول

دريافتند كه زهر زنبور در زمان  MTTداده و با استفاده از آزمون 
ميكرو گرم بر ميلـي   43/1و  15/2ساعت در دوزهاي  24،48،72

همچنـين  . شـود  هـا مـي   درصد مرگ و مير سلول 50موجب گرم 
نشاندار با فلورسـئين و پروپوديـوم    annexinآناليز فلوسيتومتري 

ها بـا   ساعت بعد از تيمار اين سلول 3ها را  يدايد تكثير اين سلول
درصـد آپوپتـوزيس    50ليتر حدود  ميكرو گرم بر ميلي 85/2دوز 

زهــر زنبــور را بــر روي نيــز ) 24(و همكــاران  Hong.نشــان داد 
يال اثر داده و نشان دادند كـه زهـر   وهاي فيبروبلاست سينو سلول

ميكرو گرم بر ميلي ليتر به صـورت وابسـته بـه     10زنبور در دوز 
دوز و زمان موجب القا اثرات سمي و فعـال كـردن چرخـه مـرگ     

 3و كاسـپاز   bax، افزايش بيـان  Bcl2آپوپتوزيس با كاهش بيان 
  .ا مي شوده در اين سلول

Putz   اثبات كردند كه همكاري بين اثـر هـم   ) 25(و همكارانش
و فسفاتيديل اينوزيتـول   A2 افزايي زهر زنبور بر روي فسفوليپاز 

بيس فسفات در مهار تكثير تومور كاراتر از تاثير هر يك بـه   4و3
القـا   MCF-7سـلول هـاي   ) 26( و همكـاران  Cho. تنهايي است
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رض زهر زنبور قـرار داده و دريافتنـد   را در مع PMAشده توسط 
ليتـر، تهـاجم و    ميكرو گرم بر ميلـي  3- 5كه زهر زنبور با غلظت 

را كه مرتبط بـا   9ها را مهار و بيان متالوپروتئيناز  مهاجرت سلول
متاســتاز اســت از طريــق مهــار چرخــه هــاي ســيگنال رســاني   

p38MAPK,JNK محسني كوچصفهاني و  .سركوب نموده است
دي  25و 1اثر القا كننده تمايز توام زهـر زنبـور و   ) 27(همكاران 

بررسـي   HL60هـاي   سـلول را بـر روي   D3هيدروكسي ويتامين 
 5/2و نشان دادند كه زهر زنبـور بـه تنهـايي و بـا غلظـت        كرده

ميكرو گرم بر ميلي ليتر مهار كننده تكثير بوده اما در تركيـب بـا   
سمت مونوسيت را  تمايز به D3دي هيدروكسي ويتامين  25و 1

نيـز  اثـر   ) 28(پريور و همكـاران  . خواهد كردها القا  در اين سلول
هم افزايي زهر زنبور و ال ترانس رتينوئيك اسيد را بر روي مهـار  

بررسي كـرده و دريافتنـد    HL60تكثير و القاي تمايز سلول هاي 
هـاي   كه زهر زنبور به صورت وابسته به غلظت و زمان در غلظـت 

ليتـر موجـب القـا مـرگ سـلولي       ميكرو گرم بـر ميلـي   5ز بالاتر ا
  .ها مشخص نكردند شود اما نوع مرگ سلولي را در اين سلول مي

بـه    annexinVهاي حاصل از فلوسيتومتري بـا اسـتفاده از    داده
نـوع   پوپتوزيس در اين آزمايش نشـان داد كـه  عنوان يك ماركر آ

   HL60هاي  لولمرگ سلولي القا شده توسط زهر زنبور بر روي س
ميكرو گـرم   12ها در دوز  درصد اين سلول 50آپوپتوزيس بوده و

ساعت دچار مـرگ سـلولي    24ليتر از زهر زنبور در زمان  بر ميلي
نتايج حاصل از اين آزمايش نشان داد كه زهـر  . آپوپتوزيس شدند

پاييزه سـمنان در غلظـت هـاي بـالاتر اثـر مهـار تكثيـر بـر روي         
رنــگ آميـزي هوخســت نيـز تغييــر   . تداش ـ HL60هــاي  سـلول 

را در گروه تيماري بـا  ) اجسام آپوپتوزي(مورفولوژيك آپوپتوزيس 
  .دوزهاي بالاتر نشان داد

  

  نتيجه گيري
بر اساس نتايج اين آزمايش، زهر زنبوري كه در فصـل پـاييز و از   

 12هـاي پـايين تـر از     منطقه سمنان تهيه شده است، در غلظـت 
سـاعت تيمـار اثـر     48و  24ر در طـي  ليت ـ ميكرو گـرم بـر ميلـي   

 12مهاركننده تكثير وابسته به غلظت و زمان داشته و در غلظـت  
 50موجـب  ) سـاعت تيمـار   48و  24(ليتـر   ميكرو گرم بـر ميلـي  

 از نوعمرگ و القاي  HL60هاي سرطاني درصد مهار تكثير سلول
در نتيجه اثـر القـا كننـدگي    . شود ها مي آپوپتوزيس در اين سلول

تواند نويد دهنـده   پتوزي زهر زنبور بر روي اين رده سلولي ميآپو
لـذا  . باشد كه از آن به عنوان دارو در درمان سرطان استفاده شود

پيشنهاد مي شود كه با شناسايي مسـير راه انـدازي آپوپتـوزيس    
تحت تاثير زهر زنبور بتـوان آن را بـه تنهـايي يـا در كنـار سـاير       

  .ار بردداروها در درمان سرطان به ك
  

  تشكر و قدرداني
اين پژوهش با حمايت معاونـت پژوهشـي دانشـگاه آزاد اسـلامي     
ــات آزمايشــگاهي و    ــرورش حيوان ــر و پ ــز تكثي مشــهد و در مرك

دانشـگاه   دانشكده علوم زيستي،آزمايشگاه تحقيقاتي سلولي تكويني 
از ايــن رو از رياســت محتــرم . بــه انجــام رســيده اســت خــوارزمي

، مدير محترم گروه زيست شناسي دانشگاه تي زيس دانشكده علوم
دانشـگاه آزاد اسـلامي مشـهد     ، معاونت محترم پژوهشيخوارزمي

جهت تحقق اين طرح و از همكـاري جنـاب آقـاي دكتـر ايمـاني      
جهت تامين زهر زنبور عسل و از مركز سلولي مولكـولي دانشـگاه   

علوم پزشـكي تهـران جهـت مسـاعدت در انجـام فلوسـيتومتري        
  .گردد نه سپاسگزاري ميصميما
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Abstract 

Aim: Recently, researchers have reported that BV (Bee Venom) has a potent anti inflammatory, anti 

tumor and anticancer effects. Besides, one of the essential aim in cancer therapy is restoring apoptosis. 

The Objective in this study was determination of apoptotic concentration induced by BV (Autumn, 

Semnan) on HL60 cancer cells. 

Material & Methods: In this study, HL60 cells were purchased from the Pasteur Institute  in Tehran 

and were grown in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics (including 

penicillin and streptomycin) in the plate. After 2 hours, the cells were exposed by BV concentrations 

(2.5, 5, 7.5,12,15 µg/ml) for 24, 48, 72 hours. After passing desired time, the morphology of cells was 

determined under inverted microscope and cell viability was studied by MTT assay and determination 

of cell death was evaluated by flow cytometery assay and Hoescht staining.  

Result: The morphological analysis and the results from Hoescht staining & flowcytometery Annexin 

V antibody exhibited that the cell death induced by BV was significantly apoptosis and bee venom by 

concentration of 12 µg/ml results in %50 of apoptosis cell death. 

Conclusion: Our findings from this study showed that using lower dosage of BV during 48h treatment 

period cause inhibition of proliferation in time and dose dependent manner and higher dosage of 15 

µg/ml cause cell lysis and necrosis. Experimental data showed that 12 µg/ml is inducer of apoptosis in 

HL60 cells.                                                                             
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