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  ي خوني انساني و حيوانيسلولهاو  A549ي سلولهابر  GL-9بررسي اثرسميت پپتيد 
  *احمد آسوده و كوثر هوشمند

  گروه شيمي مشهد، دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده علوم،

  12/12/94 :تاريخ پذيرش  24/12/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي متفاوت روشهااز  تا با استفاده  هستند در تلاش دانشمندان .امروزه سرطان به يك بيماري همه گير در جهان تبديل شده است
ي روشهابا اين حال استفاده از اين . بخشندارتقاء حال عمومي بيماران مبتلا به سرطان را شيمي درماني، اشعه درماني و جراحي 

رو  از اين. كنندميه و دردآور درمان را بسيار خسته كنند رونددرماني با عوارض جانبي شديدي براي بيمار همراه هستند كه 
. ها استبر دارنده تركيباتي همانند پپتيدرين عوارض جانبي هستند كه در ي درماني جديدي با كمتراههابال دانشمندان به دن

و همچنين   (A549)بر روي رده سلولي آدنوكارسينوماي اپيتليال ريوي انساني  GL-9هدف از اين مطالعه بررسي اثر سميت پپتيد
است كه   GASRMWYFLاسيد آمينه اي با توالي  9يك پپتيد  -GL 9پپتيد . هاي قرمز و سفيد خوني انسان و گاو استگلبول

بر روي رده سلولي  GL-9سميت پپتيد . بررسي شد A549هاي سميت آن بر سلول g/ml 50و  25، 12هاي متفاوت  درغلظت
A549   بر پايه سنجشMTT  هاي قرمز اين پپتيد  بر روي گلبولسميت همچنين . اعت مشخص شدس 48و  24در طي زمانهاي

هاي سفيد ه  سميت اين پپتيد بر روي  گلبولعلاوه ب. گرديدجذبي و نشر شعاعي بررسي  هموليزانساني و گاوي از طريق روش 
 ز بر رويوابسته به دGL-9  نتايج مطالعات حاكي از آن بود كه پپتيد  .غلظتي فايكول ارزيابي شد شيبانساني از طريق روش 

كمترين اثر را در  GL-9علاوه مطالعات نشان داد كه پپتيد ه ب .ساعت داراي اثر سميت است 48در زمان A549 رشد رده سلولي 
داراي اثر سميت بر  GL-9آمده، پپتيد  به دستبا توجه به نتايج  .هموليز گلبولهاي قرمز و كاهش تعداد گلبولهاي سفيد خون دارد

توان رو مي از اين. هاي طبيعي انساني و حيواني داراستهاي سرطاني است و كمترين اثر كشندگي را بر روي سلولسلول روي
هاي رايج جايگزيني براي درمان هاي گسترده تر، در آينده اي نزديك اين پپتيد به عنواناميدوار بود كه با انجام بررسيها و آزمايش

  .سرطان مورد استفاده قرار گيرد

، هموليز، گراديان غلظتي MTT، (A549) انساني هاي اندوكارسيتوماي اپيتليال ريوي، سلول GL-9پپتيد   :كليدي واژه هاي
 فايكول

  Asoodeh@um.ac.ir: ، پست الكترونيكي 05138805525 :تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
هاي يندآثر در فرؤاي مكي از مولكولهها يپپتيد

برخي از تركيبات زيستي . روندشمار ميه كي بفيزيولوژي
كارنوزين و  مانند اكسي توسين، هورمون رشد، گلوتاتيون،

- پپتيد. داراي ماهيت پپتيدي هستندها، برخي از آنتي بيوتيك

هيت چند گانه در سيستمهاي هاي زيستي معمولاً داراي ما
كروبي، التهاب يا ضدالتهاب، هاي ضد ميفعاليت. اندزيستي

يدانت، ضدكلسترول از تنظيم كننده فشار خون، آنتي اكس

هاي امروزه تلاش). 6و7(ين پتيدها است ا جمله فعاليتهاي
بسياري براي ساخت پپتيدهاي ضدميكروبي جديد با 
خواص درماني، پزشكي و بيوتكنولوژي انجام شده است 

تواليهاي اسيد اعمال تغييرات و يا طراحي  كه از طريق
درمان  با توجه به اينكه .باشد اي آنها، امكان پذير ميآمينه

سرطان بيشتر از طريق شيمي درماني و داروهاي متعدد 
پذيرد كه علاوه بر خاصيت درماني داراي  صورت مي
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حالت تهوع، آسيب رساني به اثرات سوء، از جمله 
ان پلاكتهاي مغز و استخوان و كم خوني در فرد تحت درم

امروزه درمانهاي ضدسرطاني با استفاده از مواد  .باشدمي
فعال زيستي در دست بررسي است كه از جمله آنها 
پپتيدهاي بيولوژيك با خواص درماني زياد و اثر ات جانبي 

دليل نقشهاي مهم درون سلولي و مولكولي ه كه ب كمترند
ايز، تكثير سلولي و تم انتقال پيام، شناسايي مولكول،: همانند

هاي ضد پيشبرد فعاليت برايجزء فاكتورهاي اصلي 
  ).17 و 9، 8( رشد تومور هستند ندهسرطاني و كاه

به  Ac-GASRHZBFL-NH2اي از توالي پپتيدي نمونه
اراي د Zو  Bهاي كه در جايگاه خود همراه آنالوگهاي
آيا  اين امر كهبررسي جهت  باشند،مي ايتنوع اسيد آمينه
 Bشامل ( NI(II) ي آروماتيك اتصال يابنده هاايجاد جايگاه

 NI(II)توانند مي) ر ناحيه فرودست توالي پپتيديد Zو 
 ،د يا خيرنروليز پيوند پپتيدي را افزايش دههيد ميزان

ها حاكي از اين بود كه سريع بررسينتايج . انتخاب شدند
ترين واكنش هيدروليزي مربوط به توالي پپتيدي 

GASRHWYFL نام كه به  استGL-9 شودشناخته مي .
يه زسرعت تج كه نتيجه گرفت توانبا توجه به نتايج، مي

ن در توالي پپتيدي تابع پيوند پپتيدي بين سرين و ترئوني
در ). 11و5(هاي آمينه و توالي پپتيدي است نوع اسيد

، 2009ط هانگ و همكاران در سال توسانجام شده بررسي 
 9كه توسط پپتيد  تيكيهاي دندرمشخص گرديد كه سلول

در مقايسه با سلولهاي تيمار شده بودند  GL-9اي اسيد آمينه
تر و سريعتر ، پاسخهاي قويGL-9دندرتيكي فاقد 

 (EBV)شتاين بار را در برابر ويروس اف Tلنفوسيتهاي 
سميت اين  تأثيردر اين تحقيق، به  ).10( كنندميايجاد 

ي سلولهاطور  و همين A549پپتيد بر عليه سلول سرطاني 
  .طبيعي و غير سرطاني پرداخته مي شود

هاي اپيتليال مشتق شده از بافت سلول A549سلولي  رده
هاي اپيتليال با سنتز و ترشح اين سلول. سرطاني ريه هستند

. ها دارند، نقش مهمي در عملكرد و ايمني ششسورفاكتانت

 پيشرفتسزايي را در كنترل و ه اپيتليوم ريه همچنين نقش ب
ليال ريه هاي اپيتسلول. كندمي ءواكنشهاي التهابي در ريه ايفا
توانند هاي التهابي هستند و ميقادر به ترشح سيتوكاين

. براي تحقيقات التهاب سلولي مورد استفاده قرار گيرند
هاي ترشح كننده موكوز در ريه، سرطاني كه سلولزماني 

-اميده مي، اين سلولها، آدنو كارسينوماي ريه نشده باشند

سرطانهاي ريه را  درصد 40اين نوع سرطان بيش از . شوند
كشيدن سيگار  ،آن غالب عامل و دادهبه خود اختصاص 

 . )14( است

داراي بر روي سلولها نكه اي به دليلبسياري از تركيبات 
توانند به عنوان دارو، استفاده ، نمياثرات سمي هستند

ررسي سميت پپتيد هدف از اين مطالعه برو،  ازاين .شوند
GL-9 رده سلولي  بر رويA549 هاي و همچنين گلبول

قرمز و سفيد خوني است كه از نمونه هاي سالم انساني و 
 .حيواني تهيه شده است

  روشهامواد و 
انك سلولي انستيتو از ب  A549رده سلولي : محيط سلولي
 كشت از محيط.  تهيه شد C-137به شماره پاستور ايران 

  RPMI 1640 (Biosera, East sussex, UK)حاوي يسلول
 ,Gibco, Grand island)غير فعال شده درصدFBS 10و 

NY, USA)   آنتي بيوتيك پني سيلين درصد 1و /
اي رشد بر   (Biosera, East sussex, UK)استرپتومايسين 

متر سانتي 25سلولها در فلاسك . تكثير استفاده شد و
 انكوباتور با اتمسفر مربعي حاوي محيط كشت سلولي در

درجه  37رطوبت در  درصد 95و  CO2 درصد 5 حاوي
براي جداسازي سلولها از كف . ر داده شدندقرا سانتي گراد

 Biosera, East)تريپسين  درصد 25ها، از محلول فلاسك

sussex, UK) و بافر فسفات نمكي)PBS (استفاده شد.  

ينه اي با اسيد آم 9يك پپتيد  GL-9پپتيد : سنتز پپتيدها
شركت  به وسيلهاين پپتيد . است  GASRHWYFLتوالي 

GL Biochem  در شهر شانگهاي چين سنتز شد واقع .
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-RP) فاز معكوس پپتيدها با استفاده از كروماتوگرافي

HPLC)  در ستونC18 (10 × 250 mm.) لص سازي و خا
خلوص پپتيدها توسط  گرديد و با كمك فريز درايز خشك

  .   بررسي شد) mm 250× 4.6(ي ستون آناليتيك

اپيتليال ريه  آدنوكارسينوماي رده سلولي:  MTTسنجش
)A549 ( 1640محيط كشت در RPMI   درصد  10حاوي

ليتر آنتي كروگرم بر ميلييم 100ين گاوي  و سرم جن
 96از ميكروپليتهاي . سيلين كشت داده شدندبيوتيك پني

 هاياثر غلظت خانه كشت در اين زمينه استفاده گرديد و
ليتر از پپتيد برروي ميكروگرم بر ميلي 50و  25و  12ي نهاي

 .ساعت بررسي شد 48 و 24هاي در زمان  A549رده سلولي
كه قبلاً در  MTT رنگ مورد نظر، هايبعد از گذشت زمان

ها اضافه تا واكنش حل شده به سلول  PBSتاريكي در بافر
. جام شودورمازون اناحيايي تبديل رنگ تترازوليوم به بلور ف

ميكروليتر دي متيل سولفوكسايد حل  120 اين بلورها در
شده و شدت رنگ محلول در هر چاهك ميكروپليت، 

نانومتر،   570يزا ريدر در طول موج توسط دستگاه الا
ي سلولهاشدت رنگ، معياري از تعداد . گيري شداندازه

  .ها استعبارتي درصد بقاي سلوله زنده و ب

  

× 100=بقاي سلولي درصد  
 ميانگين جذب نوري خانه هاي مربوط به هر غلظت

  ميانگين جذب نوري خانه هاي كنترل

1(  

دليل داشتن دارويي به  بسياري از تركيبات: سنجش هموليز
ان دارو مورد استفاده توانند به عنوفعاليت هموليتيك نمي

قرمز اين تركيبات موجب ليز شدن گلبولهاي  .قرار گيرند
بدين جهت بررسي اثر  .شوندخون و كم خوني مي

ده سازي براي آما .بسيار اهميت دارد GL-9هموليتيك پپتيد 
 50خون تازه انساني در ليتر از ميلي 5گلبول قرمز ابتدا 

 g 2422 دقيقه با سرعت 10به مدت  EDTAليتر ميكرو
 PBSليتر بافر ميلي 4در رسوب حاصل . سانتريفيوژ شد

 gدقيقه با سرعت  10و محلول حاصل به مدت  هشد حل

اين عمل طي چند مرحله تكرار .  گرديدسانتريفيوژ   2422
شفاف  كاملاًا محلول رويي حاصل از سانتريفيوژ تشد 
. بدين ترتيب گلبولهاي قرمز خون از پلاسما جدا شد .شود
. شد حل  PBSليتر بافرميلي 80هاي قرمز در گلبول سپس

، از دو روش سنجش GL-9هموليتيك پپتيد بررسي فعاليت 
بر مبناي جذب و سنجش به روش نشر شعاعي استفاده 

 . گرديد

ميكروليتر از سوسپانسون 190حجم : روش سنجش جذبي
ري ريخته و ليتميلي 5/1تهيه شده خوني در ميكروتيوب 

و  µg/ml 25و µg/ml  12هاي ميكروليتر از غلظت 10
µg/ml 50 د پپتيGL-9 ها نمونه. روتيوب اضافه شدبه ميك

پس از . گراد قرار داده شدنددرجه سانتي 37در انكوباتور 
دقيقه با سرعت  5ها به مدت ونهدقيقه، نم 30گذشت 

g1914 سانتريفيوژ)Vision vs.15000 CFN III (از . شدند
ماكروليتر برداشته  100محلول رويي حاصل از سانتريفيوژ، 

ليتر ميلي 1به حجم نهايي  PBSتوسط بافر حجم آن و 
ها با استفاده از دستگاه رسانده شده و سپس جذب نمونه

 570در طول موج ) Optizen 3220UV(اسپكتروفتومتر 
 100عنوان معيار ه ب -100Xاز تريتون. نانومتر سنجش شد

بعنوان معيار  PBSو از بافر ) كنترل مثبت(هموليز درصد
مي سلولهاي خوني جذب تما. استفاده شدكنترل منفي 

هاي سريالي پپتيد توسط دستگاه تيمار شده با غلظت
اسپكتروفتومتر سنجيده و با جذب نمونه حاوي تريتون 

 .مقايسه و درصد هموليز محاسبه شد

تهيه شده از  درصد 7سوسپانسيون : سنجش شعاعيروش 
 45ه محيط آگار خوني هاي خوني در قسمت قبل بسلول
و در پليت كشت ميكروبي ريخته گراد اضافه سانتي درجه
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گرم از پودر  40آگار خوني،  محيط كشت براي تهيه. شد
دقيقه  15 مدته ب ليتر آب حل و سپس 1آگار خوني در 

بعد از آنكه . درجه سانتي گراد اتوكلاو شد 121در دماي 
پانچر  محيط كشت آگار خوني به حالت جامد درآمد، با

پپتيد و اده شده از هاي استفسوراخهايي به تعداد غلظت
ايجاد ) PBSتريتون و بافر (همچنين كنترل مثبت و منفي 

 5ايجاد شده،  هايبعد از آن در داخل چاهك. گرديد
 و كنترلهاي مثبت و هاي مختلف پپتيدميكروليتر از غلظت
 37پليت در داخل انكوباتور در دماي . منفي ريخته شد

ز بعد ا. شد هداد ساعت قرار 18 به مدته سانتي گراد درج
ايجاد شده برروي  گذشت زمان مورد نظر، شعاع هاله

وني است كه هاي خميزان هموليز سلول محيط كشت بيانگر
 و منفي سنجيدههاي مثبت ها با كنترلاز طريق مقايسه نمونه

  . شدند

براي بررسي : بررسي سميت پپتيد بر روي لنفوسيتها
از ) نفوسيتهال(برروي گلبولهاي سفيد   L-9G  اثرات پپتيد
سلولهاي تيمار شده از طريق شمارش مستقيم  دو روش

 (MTT) سنجشو سنجش سميت مبتني بر رنگ تريپان بلو 
  . استفاده شد

خون ابتدا براي جداسازي لنفوسيتها از نمونه خوني، 
ليتري ريخته و حجمي ميلي 50پارينه شده را در فالكون ه

ها در دور س نمونهسپ. به آن اضافه شد x 1برابر با  بافر 
g200 نددقيقه و در دماي اتاق سانتريفيوژ شد 15 به مدت .

قطعات سلولي  موجود در فاز رويي با استفاده  از يك 
ابر با حجم باقي مانده از بر. استريل برداشته شدپيپت 

مخلوط، هاي حاوي به لوله. اضافه شد PBSها، بافر لكوسيت
. اضافه شد يكول،ليتر فاميلي 10مقدار     PBS/خون

 در g479دقيقه  با دور  30الي  20زمان  به مدت مخلوط
بهتر است (  درجه سانتي گراد سانتريفيوژ شد 20- 18 دماي

). ددرجه باش 45كه زاويه قرار گرفتن تيوب در سانتريفيوژ 
لايه . گيردسه لايه شكل مي، بعد از انجام عمل سانتريفيوژ

لايه دوم حاوي  كول و پلاسما است،اول حاوي فاي
. گلبولهاي سفيد و لايه سوم حاوي گلبولهاي قرمز است

حاوي گلبولهاي ( لايه مياني كه نواري ابري و سفيد است 
-ميلي 15به  آرامي برداشته شده و به يك فالكون ) سفيد

در سه نوبت و هر بار لنفوسيتها . شودليتري انتقال داده مي
تركيب و  HBSS 10x (Biosera)ميلي ليتر از محلول  3با 

در  g 450 -600دقيقه در دور  10در هر نوبت به مدت 
در هر . درجه سانتي گراد، سانتريفيوژ  شد 20-18دماي 

به ها شد تا پلاكت خارج و شستشو تكرارنوبت لايه رويي 
لولها بعد از انجام آخرين مرحله، س. كامل حذف شوند طور
 +RPMI 1640 + FBS)ليتر محيط كشت ميلي 1با 

Peniciline/streptomycine) 1 × 104تعداد  .رقيق شدند 
بعد از  .شد اي ريختهخانه 96پليت  هايچاهكسلول در 

هاي مختلف ها با غلظتسلول ،ساعت 24گذشت مدت زمان 
بقاي  . نديمار شدساعت ت 48و  24به مدت  GL-9پپتيد 

ميزي با آ سلولي لكوسيتها در حضور پپتيد توسط رنگ
و و شمارش سلولها در زير ميكروسكوپ نوري تريپان بل

  .بررسي گرديد 2گيري شد و با استفاده از معادله اندازه

2(  

 ×  100=درصد بقاي سلولي  
  تعداد سلولهاي زنده

  تعداد كل سلولها

    

انجام  MTTبا كمك  علاوه شمارش سلولهاي لكوسيت ه ب
- ليمي 1در اين روش، سلولها پس از مخلوط شدن با . شد

ساعت  24 به مدتخانه  96ر پليتهاي دليتر محيط كشت 
سپس لكوسيتها در معرض پپتيد با . كشت داده شدند
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ساعت قرار  48و  24ي مدت هاي مورد نظر براغلظت
، MTTساعت از اضافه نمودن  4پس از گذشت . گرفتند

 ها اضافهبه چاهك) دي متيل سولفوكسايد( DMSOمحلول 
هاي فورمازون در كرسيتال گرديد كه در طي اين امر

DMSO  حل شده و جذب آنها به كمك دستگاه
  .گيري شدنانومتر اندازه 570ر در طول موج اسپكتوفتومت

بررسيهاي آماري با استفاده از نرم افزار  :آناليز هاي آماري
SPSS ،one way ONOVA  و تستLSD تمام . انجام شد

نمايش داده  داده ها به صورت ميانگين و انحراف از معيار
بيانگر معني دار بودن داده مي  P 0,05شده اند و عبارت 

  .تمام آزمايشها سه بار تكرار شدند. باشد

  بحث و نتيجه گيري
بر روي رده  سلولي     TTMبررسي نتايج حاصل از  

A549   :  ت پپتيد به وسيلهبا استفاده از سنجش سمي
MTT ميزان اثر دهي پپتيد ،GL-9 لي در رده سلوA549 

، ساعت با 48، 24رو سلولها به مدت  از اين. بررسي شد
-GLاز پپتيد  ليترميكروگرم بر ميلي 50و  25، 12غلظتهاي 

پس از گذشت مدت زمانهاي مربوطه، . تيمار شدند 9
تيمار و ميزان جذب با استفاده از  MTTسلولها با محلول 

ئت نانومتر قرا 570در طول موج  ELISA readerدستگاه 
درصد بقاي سلولها با استفاده از نرم افزار اكسل . شد

 Oneو   Tukeyو تست  SPSSاز نرم افزار . محاسبه شد

way Anova ها و تعيين انحراف از براي بررسي داده
   .ميانگين استفاده شد

 50و  25، 12در غلظتهاي  GL-9نتايج نشان داد كه پپتيد 
ساعت پس از تيمار،  48ليتر و در زمان ميكروگرم بر ميلي

. شد A549بقاي سلولهاي  ي دردارباعث كاهش معني
ميكروگرم  50و  25، 12غلظت سه كاهش بقاي سلولها در 

 10، 10ساعت، به ترتيب برابر با  48بر ميلي ليتر در زمان 
  نشان دهنده اختلاف معني دار (*)  .بود درصد 15و 

)0,05 (p  ساعت است 48با تيمار )1 -شكل.(  
  

  

  GL-9نتايج نشان داد كه پپتيد . ساعت 48و  24در مدت زمان  GL-9بر اثر تيمار با غلظتهاي مختلف پپتيد  A549رده سلولي   درصد بقاء  -1شكل
  .است  p) 0,05ني دار ميكرو گرم بر ميلي ليتر در مقايسه با كنترل داراي اختلاف مع 50و  25، 12ساعت و غلظتهاي  48در زمان 

  
در مقايسه با تيمار رده سلولي لوسمي با تركيبات   نتايج

Gemini vitamin D3  1,25و يا(OH)2D3 تهاي ظدر  غل
 درصد 50ليتر ،كه حدود گرم بر ميليميكرو  3/7و  5/1

در    GL-9كشندگي را نشان دادند،  بيان ميدارد كه پپتيد
اثر سميت كمتري را  Dمين مقايسه  با مشتقات فعال ويتا

نشان داده، هر چندكه نوع سلولهاي استفاده شده، با سلول 
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علاوه اثر ه ب ).13(تيمار شده در اين پژوهش متفاوت است
سديم سولفاتيازول، سديم سولفاستاميد و داروهاي 

سلولهاي چسبنده با منشأ   رده(  T-47D بر ندوكسوروبيسي
 72و  48، 24در طي زمانهاي  )اپيتليالي مجاري شيري

اثرات بازدارندگي وابسته به غلظت   ساعت نشان داد كه 
 غلظتي صفر تا  در محدوده سلولهادارو در رشد و تكثير 

mM 4-10×6 غلظتي صفر   براي دوكسوروبيسين و محدوده
براي سديم سولفاتيازول و سديم ميلي مولار  50 تا

 50رو براي كاهش غلظت مؤثر دا. باشد سولفاستاميد مي
ساعت  48در زمان  (LC50) سلولهادرصدي رشد و تكثير 

براي دوكسوروبيسين، سديم سولفاتيازول و سديم 
ميلي  6/5، ميكرومولار 33/0 با برابر  سولفاستاميد به ترتيب

بررسي تأثير همچنين  .)2( بود ميلي مولار 41  ومولار 
) ماي مثانهرده سلولي كارسينو( 5637 برپودوفيلوتوكسين 

ميكرو  10در غلظت  پودوفيلوتوكسيندهد كه  نشان مي
در سه بازه زماني   5637روي رده سلوليگرم بر ميلي ليتر 

كه اين ميزان در  داراي اثر كشندگي ساعت 72و  48، 24
ساعت  72و در زمان  درصد 30ساعت اوليه برابر با  24

ري سلولهاي تومو رده ).1( مي باشد درصد 60برابر با 
 AP با غلظتهاي مختلف GH3/B6 هيپوفيز موش

(FLUKA)  ،MCP (EcoNugenics)  وSNP  (MERCK)  
نتايج . ندتيمار شد ساعت 48و  24، 6براي مدت زمانهاي 

ساعت در  48و  24در زمان AP حاكي از آن بود كه 
باعث افزايش ميلي گرم بر ميلي ليتر  5و  2,5 غلظتهاي 

نسبت به گروه كنترل  سلولهار معني دار درصد مهار تكثي
ساعت با  48و  24در زمان  MCP همچنين .گرديد
باعث افزايش معني ميلي گرم بر ميلي ليتر  5, 3 يغلظتها

 10، 5ي غلظتهانيز با  SNP. شد سلولهااين دار مهار تكثير
ساعت باعث افزايش كشندگي  6ميلي مولار پس از  20و 

  .)3( شد GH3/B6ي سلولهادر رده 

از  رسي اثر پپتيد بر اريتروسيت هاي انساني و گاويبر
در  GL-9اثر سميت پپتيد : طريق هموليز جذبي و شعاعي

ليتر بر روي ميگروگرم بر ميلي 50و  25، 12ي غلظتها
هاي قرمز خوني انساني و گاوي به دو هاي گلبولنمونه

  . روش هموليز جذبي و شعاعي مورد مطالعه قرار گرفت

اي گلبول هنمونهحاصل از هموليز جذبي نتايج  مقايسه
ميكرو گرم بر  50و  25، 12هاي قرمز تيمار شده با غلظت

 X- 100هاي تيمار شده با تريتون ليتر پپتيد با نمونهميلي
داد كه حاكي داري را نشان مي، اختلاف معني)درصد1/0(

نتايج . است GL-9از  عدم وجود فعاليت همولتيك پپتيد 
، 12 هايدر غلظت 021/0و  019/0، 02/0جذب حاكي از 

بود كه نسبت به  از پپتيد ليترميكروگرم بر ميلي  50و  25
كه داراي  X- 100هاي خوني تيمار شده با تريتون نمونه

 هايبررسي  .)2- شكل( بود، بسيار ناچيز است 2,11جذب 
Shin سنتزي  پپتيد داد كه نشان 2000 سال در همكاران و

گونه اثر هيچ )12-1( 2ماگاينين  - A (1-8)سكروپين 
 ).16(هموليزي بر گلبولهاي قرمز خون ندارد 

هاي بر روي گلبول GL-9علاوه فعاليت همولتيك پپتيد ه ب
بر طبق . قرمز گاوي به روش هموليزي جذبي انجام شد

ميكروگرم  50و  25و  12هاي در غلظت آمده، به دستنتايج 
، 0,03به ترتيب برابر با   جذب  GL-9ليتر از پپتيد بر ميلي

 100تريتون  2,8 مقايسه با جذب  كه در بود 0,07و  0,05
-X 3-شكل( رده استناچيزي ايجاد ك ، اثر هموليزي.(  

كه درصد هموليز  مقايسه اين اثر با سلولهاي خوني انساني
تفاوتي در  دارد كه احتمالاًميبيان ري را نشان داده، كمت

 با انسان وجود دارد،ي غشايي گاو ها و فسفولپيدهاپروتئين
هاي پذيري بيشتر پپتيد به درون سلول كه موجب نفوذ

  .خوني گاو شده است

و همكاران در سال  Shaiبررسيهاي انجام شده توسط 
 TAparجهت مطالعه اثر سميت پپتيد ضدميكروبي  1996

 50بر گلبولهاي قرمز نشان داد كه اين پپتيد در غلظت 
  ).15(دهد هموليز را افزايش مي ميكرومولار ميزان
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ميكروگرم بر ميلي ليتر در گلبولهاي قرمز خوني انسان به روش نشر  50و  25، 12در غلظتهاي  GL-9نمودار مقايسه اي اثر همولتيك پپتيد  -2شكل

 .است P) 0,05 (نشان دهنده اختلاف معني دار. (*) ون مشاهده شدو تريت GL-9اختلاف معني داري در هموليز غلظتهاي مختلف پپتيد . جذبي 

  

  
 0,05 (نتايج نشان دهنده اختلاف معني دار  . در غلظتهاي مختلف بر گلبولهاي قرمز گاوي GL-9اي، ميزان اثر همولتيك پپتيد نمودار مقايسه  -3شكل

 (* P  با پپتيد و تريتون بين نمونه هاي تيمار شدهX -100  مي باشد.  
  

بر روي گلبولهاي  GL-9همچنين فعاليت همولتيك پپتيد 
قرمز خوني انسان و گاو با روش هموليز نشر شعاعي نيز 

- نقطه از هاله 3گيري ميانگين حاصل از اندازه. ررسي شدب

با  هاي ايجاد شده در پليت حاوي آگار خوني تهيه شده
ميكروگرم  50و  25، 12هاي اثر غلظتخون انسان و گاو در 

كه بعنوان كنترل  -100Xو تريتون GL-9 تر پپتيد يلبر ميلي
كه  ددهداري را نشان ميمثبت استفاده شده، اختلاف معني

  .بود GL-9بيانگر عدم وجود فعاليت هموليتيك پپتيد 

مقايسه اندازه شعاع هاله هموليزي ايجاد شده در از طريق 
سانتيمتر براي  68/1 كه برابر با(  -100Xوناثر اعمال تريت

، با )سانتيمتر براي خون انساني است5/1خون گاو و 
 رليتميكروگرم بر ميلي 50و  25، 12هاي مختلفغلظت
توان نتيجه گرفت كه پپتيد مورد نظر هيچ مي GL-9پپتيد

گونه اثر هموليتيك بر روي سلولهاي خوني گاو و انساني 
اثر  2014و همكاران در سال  Munk ).4- شكل( ندارد

پپتيد آنوپلين را بر روي گلبولهاي قرمز خوني بررسي 
 ).12(كردند، نتايج حاكي از عدم وجود هموليز بود 
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گلبوهاي سفيد  MTTبررسي نتايج حاصل از شمارش و 
در  GL-9خوني انسان در حضور غلظتهاي متفاوت پپتيد 

بر روي  GL-9د تيبراي بررسي سميت پپ: ساعت 48و  24
، لكوسيتها از طريق شيب هاي سفيد خوني انسانگلبول

هاي غلظتي فايكول استخراج شدند و بعد از شمارش به پليت

ميكروگرم   50و  25، 12اي منتقل و با غلظتهاي خانه 96
ساعت تيمار  48و  24به مدت  GL-9ليتر پپتيد بر ميلي
 در بررسي بقاي گلبولهاي سفيد در حضور و عدم. شدند

حضور پپتيد از روش شمارش گلبولهاي سفيد توسط رنگ 
  .استفاده شد MTTتريپان بلو و همچنين تست 

  
. ليتر به روش نشر شعاعيگرم بر ميليميكرو 50و  25، 12ظتهاي لدر غ GL-9بررسي هموليز گلبولهاي قرمز انساني و گاوي توسط پپتيد  -4شكل 
، نشان دهنده عدم وجود X-100هاي ايجاد شده در اين غلظتها برابر با صفر بود كه نسبت به شعاع هموليز تريتون ن داد كه ميانگين شعاع هالهنتايج نشا

  .هموليز است
  

و  25، 12در روش شمارش با رنگ تريپان بلو، غلظتهاي 
ساعت  24، در GL-9ليتر پپتيد ميكروگرم بر ميلي 50

 درصد 4و  3، 3ساعت 48و در  درصد 2و  1، صفربترتيب 
كه در مقايسه با كاهش را در بقاي سلولي نشان دادند 

 ،داد سلول را نشان مي% 93و % 91تعداد درصد كنترل كه 
نتيجه گرفت كه درصد بقاء لنفوسيتهاي تيمار شده  توانمي

هاي كنترلي، به ازاي افزايش غلظت با پپتيد نسبت به نمونه
  ).5-شكل(دهد داري را نشان نميعنيو زمان اختلاف م

با توجه به اينكه بسياري از داروهاي جديد با وجود نقش 
شان، عوارض جانبي را در فرد بيمار از خود بروز درماني

تواند در آينده به عنوان دهند، از اينرو اين پپتيد ميمي
دارويي بدون عوارض جانبي و با خاصيت درماني مناسب، 

 .رار گيردمورد استفاده ق

سلولهاي لنفوسيت به روش  يدر بررسي بقاعلاوه ه ب
MTT 12، ميانگين بقاء سلولهاي تيمار شده با غلظتهاي ،

ساعت 24در  GL-9ليتر پپتيد گرم بر ميليوميكر 50و  25
 99، 100ساعت  48و در  درصد 99و  100، 100به ترتيب 

د كه دهناين نتايج نشان مي. اندازه گيري شد درصد 98و 
با افزايش غلظت و زمان در مقايسه با كنترل،  GL-9پپتيد 
  ).6-شكل(ي بر رشد سلولها ندارد تأثير

و همكاران در سال  Agerberthدر بررسيهايي كه توسط 
هاي ضد ميكروبي پپتيدانجام شد، نشان داد كه پلي 2000

- بر رده LL-37انساني  NKو  Tاستخراج شده از سلولهاي 

 Bمنشأ گرفته از سلولهاي  JYو  BL-28 ،CIRهاي سلولي 
   ).4(گونه اثر سميتي ندارند انساني، هيچ Tو 

* 
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ميانگين سلولهاي شمرده شده براي ليز گلبولهاي سفيد در نمونه . بر ليز سلولهاي لنفوسيت انساني به روش شمارش  GL-9بررسي اثرپپتيد  -5شكل

كه  89و  90، 90و  89، 90، 91ساعت به ترتيب برابر است با  48و  24هاي ليتر  در زمانميكرو گرم بر ميلي 50و  25، 12با غلظتهاي هاي تيمار شده 
  .سلول شمرده شده در نمونه بدون تيمار، بسيار ناچيز است 93و  91در مقايسه با تعداد 

  
و  25، 12تيمار گلبولهاي سفيد در غلظتهاي . MTTبر درصد بقاء لنفوسيتهاي انساني به  روش  GL-9صل از اثر پپتيد اي حانمودار مقايسه -6شكل

  .ليتر از پپتيد، نسبت به حالت كنترل كاهش معني داري را ايجاد نكرده استميكروگرم بر ميلي 50
  تشكر و قدرداني

وهش و و پشتيباني معاونت محترم پژ اين مطالعه با حمايت
طرح پژوهشي شماره ( فناوري دانشگاه فردوسي مشهد

بدين  كه انجام شده است )20/7/1394مورخه  38463/3
  .مي شودو قدرداني وسيله تشكر 

  عنابم
. ، محمد سلطاني.مظفر. ، شريفي.مهرداد. ، بهمنش.ايمان. صادقي  -1

القاي آپوپتوز رده ). 1391( . نجمه. ، احمديان چاشمي.بهرام
. در اثر تيمار با پودوفيلوتوكسين 5637لي كارسينوماي مثانه سلو

، )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهش هاي سلولي مولكولي 
  .405 - 399، صفحه 3، شماره27دور 



 1395، 4، شماره 29جلد                                                     )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

472 

. عاطفه.، رزازان.سعيد.، نوروزي.شاهرخ.، صفريان.راضيه.محمدپور -2
و  بررسي اثرات سلولي آنتي باكتريهاي سولفاتيازول). 1390(

-T رده سلولي(سولفاستاميد بر روي سلولهاي سرطان سينه 
47D( . مجله پژوهش هاي سلولي مولكولي) مجله زيست

  .549-532، صفحه 4، شماره26، دور )شناسي ايران

، .لادن. ، دلفي.آمنه. ، رضايوف.حوري. ، سپهري.حسن. مقتدري -3
و  (AP) اثر دو پكتين سيب يا اسيد پكتيك. سارا. دشت بزرگي

بر ترشح نيتريك اكسايد در  (MCP) پكتين تغيير يافته مركبات
. )6B/3HG . )1393 دودمان سلولهاي توموري هيپوفيز موش

، )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهش هاي سلولي مولكولي 
  .154- 144، صفحه 1، شماره27دور 

4- Agerberth, B., Charo, J., Werr, J., Olsson, B., 
Idali, F., Lindbom, L., Gudmundsson, G. H. 
(2000). The human antimicrobial and 
chemotactic peptides LL-37 and α-defensins are 
expressed by specific lymphocyte and monocyte 
populations. Blood, 96(9): 3086-3093. 

5- Ariani, H.H., Polkowska-Nowakowska, A., Bal, 
W. (2013). Effect of d-amino acid substitutions 
on Ni (II)-assisted peptide bond hydrolysis. 
Inorganic Chemistry, 52(5): 2422-2431. 

6- Asadi, F., Asoodeh, A., Kashef, R., 
Housaindokht, M.R., Haghparast, A., Chamani, 
J.  (2013). The effect of antimicrobial peptide 
Temporin-Ra on cell viability and gene 
expression of pro-inflammatory factors in A549 
cell line. International Journal of Peptide 
Research and Therapeutics, 19(4): 373-380. 

7- Asoodeh, A., Haghparast, A., Kashef, R., 
Chamani, J. (2013). Pro-inflammatory cytokine 
responses of A549 epithelial cells to 
antimicrobial peptide Brevinin-2R. International 
Journal of Peptide Research and 
Therapeutics, 19(2): 157-162. 

8- Cohen, P. (2014). New role for the mitochondrial 
peptide humanin: protective agent against 
chemotherapy-induced side effects. Journal of 
the National Cancer Institute, 106(3): 1-2. 

9- Hancock, R.E., Scott, M.G. (2000). The role of 
antimicrobial peptides in animal 
defenses. Proceedings of the national Academy 
of Sciences, 97(16): 8856-8861. 

10- Huang XL, Fan Z, Borowski L. (2009). Multiple 
T-cell responses to human immunodeficiency 
virus type 1 are enhanced by dendritic 
cells. Clinical and Vaccine Immunology, 16: 
1504-1516. 

11- Kopera. E., Krezel. A., Protas. AM., Belczyk. 
A., Bonna. A., Wyslouch-Cieszynska. A., 
Poznanski. J., Bal. W. (2010). Sequence-specific 

Ni(II)-dependent peptide bond hydrolysis for 
protein engineering: reaction conditions and 
molecular mechanism. Inorganic Chemistry. 49: 
6636-6645. 

12- Munk, J. K., Ritz, C., Fliedner. F. P., Frimodt-
Moller. N., Hansen. P. R. (2014). Novel method 
to identify the optimal antimicrobial peptide in a 
combination matrix, using anoplin as an 
example. Antimicrobial Agents and 
Chemotherapy, 58(2): 1063-1070. 

13- Okamoto, R., Gery, S., Kuwayama, Y., 
Borregaard, N., Ho, Q., Alvarez, R., Akagi, T., 
Liu, G.Y., Uskokovic, M.R., Koeffler, H.P. 
(2014). Novel Gemini vitamin D3 analogs: 
Large structure/function analysis and ability to 
induce antimicrobial peptide. International 
Journal of Cancer, 134(1): 207-217. 

14- Sasco, A. J., Secretan, M. B., Straif, K. (2004). 
Tobacco smoking and cancer: a brief review of 
recent epidemiological evidence. Lung Cancer, 
45(1): 3-9.  

15- Shai. Y., Oren. Z. (1996). Diastereomers of 
cytolysins, a novel class of potent antibacterial 
peptides. Journal of Biological Chemistry, 
271(13): 7305-7308. 

16- Shin. S. Y., Kang. J. H., Jang, S. Y., Kim. Y., 
Kim. K. L., Hahm. K. S. (2000). Effects of the 
hinge region of cecropin A (1–8)–magainin 2 
(1–12), a synthetic antimicrobial peptide, on 
liposomes, bacterial and tumor cells. Biochimica 
et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 
1463(2): 209-218. 

17- Su, X., Dong, C., Zhang, J., Su, L., Wang, X., 
Cui, H. and Chen, Z. (2014). Combination 
therapy of anti-cancer bioactive peptide with 
Cisplatin decreases chemotherapy dosing and 
toxicity to improve the quality of life in 
xenograft nude mice bearing human gastric 
cancer. Cell & Bioscience, 4(1):1-7. 

 

  



 1395، 4، شماره 29جلد                                                     )                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

473 

The influence of GL-9 peptide on A549 and human and 
animal blood cells 

Hooshmand K. and Asoodeh A. 
Chemistry Dept., Faculty of Science, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, I.R. of Iran 

Abstract 
Cancer has become an epidemic disease. Scientists are trying multiple methods of 
chemotherapy, radiotherapy and surgery to improve patient’s health. However, the use 
of these methods of treatment are associated with severe side effects, which make the 
treatment process very painful. Therefore, researches are looking for new treatment 
options with fewer side effects using natural compounds such as peptides. In this study, 
we used different concentrations of GL-9 peptide to evaluate its cytotoxic effect on 
human lung adenocarcinoma cells (A549) and normal  human and bovine lymphocytes 
and erythrocytes cells was investigated. 12, 25 and 50 µg/ml of GL-9 peptide were used 
to examine its cytotoxic effect on human lung adenocarcinoma cells (A549) after 24 h 
and 48 h via MTT assay. Furthermore, hemolysis and lympho-toxic assay were used to 
analyze GL-9 cytotoxic influence on human normal cells. Our results showed the 
cytotoxic effect of GL-9 peptide on A549 cell line within 48 h. Moreover, our results 
showed no hemolytic and cytotoxic effect on human and bovine red and white blood 
cells. GL-9 peptide had cytotoxic effect on A549 cell line after 48h with no toxic 
activity on human and bovine peripheral blood mononuclear cells (PBMC), therefore 
through further analysis and examination this peptide could be a replace for common 
cancer therapy drugs in the near future.   

Key words: GL-9 peptide, A549 cell line, MTT, hemolytic activity, density gradient of 
Ficol-Hypaque 

  
 

  


