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 چکیده 
هیدروکسی ایزولوسین یک اسیدآمینه موجود در شنبلیله است که دارای  -4 :زمینه و هدف

 اثردر این مطالعه  گیرد. میصورت  PI3K  این اثر با فعال کردن لاًخواص ضددیابتی است. احتما

 کبد مورد بررسی قرار گرفت. سرطانیهیدروکسی ایزولوسین بر رده سلول  -4سایتوتوکسیک 

ای کشت  خانه 29در پلیت  Huh-7و  HepG2های  سلولدر این مطالعه تجربی،  :بررسیروش 

                    های مختلف ها در معرض غلظت ساعت انکوباسیون، سلول 24و پس از  ندداده شد

های  . برای تعیین درصد سلولندگرفت ( قرارمولار میلی 5/2-94دوز هیدروکسی ایزولوسین ) -4

نتایج با استفاده از  استفاده شد. MTTاز تست  ،ساعت انکوباسیون 22و  44، 24زنده بعد از 

 طرفه و توکی تجزیه و تحلیل شدند. آزمون آماری واریانس یک

وابسته به غلظت و زمان  ،هیدروکسی ایزولوسین -4 تحت تأثیر د مرگ سلولیدرص ها: یافته

، (>25/2p) بود دار معنینسبت به گروه کنترل این تفاوت از نظر آماری  در این مطالعه است.

مرگ سلولی % 91 و 95 ،ساعت 22 و پس از( مولار میلی 94دوز ) که در بالاترین غلظت طوری به

انکوباسیون )در ساعت  22بعد از  IC50 .گردیدمشاهده  Huh-7و  HepG2 های به ترتیب در سلول

 شد. محاسبه Huh-7و  HepG2 یها سلول برای بیبه ترت (مولار یلیم 23و  24غلظت 

نه تنها باعث افزایش رشد  هیدروکسی ایزولوسین -4نتایج این مطالعه نشان داد  گیری: نتیجه

های هباتوما نیز  روی رده سلولدارای اثرات سایتوتوکسیک شود؛ بلکه  های سرطانی نمی سلول

تواند کاندیدای  می این ترکیب هیدروکسی ایزولوسین -4 . با توجه به اثرات ضددیابتیباشد می

  عنوان داروی ضددیابت باشد. به بیمناس

 هیدروکسی ایزولوسین؛ شنبلیله؛ سمیت سلولی؛ سرطان؛ دیابت ملیتوس. -4 ها: واژه کلید
 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
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 :نمایید استناد زیر صورت به مقاله این به لطفاً
Babaei M, Haeri MR, Mousavi SZ, Khazeni M. Cytotoxic effect  

of 4-hydroxyisoleucine on liver cancer cell line.  

Qom Univ Med Sci J 2015;9(1-2):1-6. [Full Text in Persian] 
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 مقدمه  
دارای فعالیت  ی هستند کهگیاهان دارویی از منابع مهم مواد

کاربردهای مناسبی در  در صورت توجه لازم، و بودهبیولوژیک 

. در سراسر دنیا تعداد دارندهای دارویی، غذایی و آرایشی  زمینه

منظور حفظ سلامتی از گیاهان دارویی  شماری از بیماران به بی

کنند. بنابراین، دانشمندان نگاه عمیقی بر خواص  استفاده می

(. در 1بیولوژیک، قدرت درمانی و سلامت این محصولات دارند )

عنوان یک داروی مفید برای  فرهنگ دارویی قدیم، گیاه شنبلیله به

ها شهرت یافته بود. در داروشناسی باستانی نیز  بسیاری از بیماری

د خون و درمان مشکلات دانه شنبلیله برای خاصیت کاهندگی قن

(، اما برای سالیان متمادی 3،2گرفت ) دیابت مورد استفاده قرار می

مشخص نشده بود کدامیک از ترکیبات موجود در این گیاه دارای 

و همکاران یک  Fowdenباشد. برای اولین بار  چنین خاصیتی می

( HILe-4هیدروکسی ایزولوسین ) -4 اسیدآمینه غیرطبیعی به نام

و همکاران ساختمان  Alcock(، سپس 4ناسایی کردند )را ش

در مطالعات مختلف نشان (. 5فضایی این ترکیب را معلوم کردند )

هیدروکسی  -4داده شده است عصاره شنبلیله غنی از ترکیب 

ایزولوسین )حاوی اثرات کاهش چربی و قند خون در جوندگان و 

گیاه شنبلیله در کاهش  رسد تأثیر نظر می بنابراین به باشد. انسان( می

 (.9-4) در این گیاه است HILe-4 علت وجود ترکیب قند خون به

4-HILe های بتا پانکراس، علاوه بر تحریک  با تأثیر بر سلول

دهد که  ترشح انسولین، مقاومت انسولین را در عضله کاهش می

وابسته  (IRS)سازی گیرنده سوبسترای انسولین  این فرآیند با فعال

انجام  (PI3Kکیناز ) به فعالیت آنزیم فسفاتیدیل اینوزیتول تری

در ارتباط با  PI3Kشدن آنزیم  از آنجا که فعال(. 12،2شود ) می

هیدروکسی ایزولوسین بر  -4رشد سلولی است. بنابراین، احتمالاً 

باشد. لذا با توجه به این موضوع این سؤال  چرخه سلولی مؤثر می

برای درمان  HILe-4آیا در صورت استفاده از مطرح است که 

موجب بروز سرطان در افراد دیابتی  PI3Kکردن  دیابت، فعال

     ای در مورد سمیت سلولی از آنجا که تاکنون مطالعه شود؟ می

هیدروکسی ایزولوسین انجام نشده است، همچنین با توجه به  -4

ه حاضر هیدروکسی ایزولوسین، در مطالع -4اثرات ضددیابتی 

ول ـهای سل ر ردهـب بـرکیـوکسیک این تـوتـایتـاثرات س

 ( مورد بررسی قرار گرفت.HepG2و  Huh-7)د ـانی کبـرطـس

 

 روش بررسی
شده  استخراج هیدروکسی ایزولوسین-4در این مطالعه تجربی ابتدا 

        و ، تریپان بلوNINGBO PANGS)از دانه شنبلیله )شرکت 
 Tetrazolium MTT diphenyl-2,5-yl-2-dimethythiazol-4,5-(3

Bromide) تـشـط کـا(، محیـمـت سیگـرکـ)از ش                   

DMEM (Dulbccos Modified of Eagles Medium ،)

RPMI1640 (Rasewell Park Memorial Institute و سرم )

های سلولی  خریداری شد. رده PAA)از شرکت  (FBSجنین گاو 

از بانک سلول انستیتو پاستور  Huh-7و  HepG2سرطانی کبد 

 )تهران، ایران( تهیه گردید. 
 

و  RPMI1640برای رشد در محیط کشت  HepG2رده سلولی 

سازگار شده بودند.  ،DEMEدر محیط کشت  Huh-7رده سلولی 

ها  بنابراین، در این پژوهش از این دو محیط جهت کشت سلول

 32. قبل از هر بار مصرف، دمای محیط کشت و بافر به استفاده شد

عنوان محلول شستشو  بهPBS شد. بافر  درجه سانتیگراد رسانیده 

کننده تریپسین  عنوان رقیق ها، همچنین به قبل از جداسازی سلول

ها در این دو محیط کشت به  مورد استفاده قرار گرفت. سلول

راد در انکوباتور حاوی درجه سانتیگ 32% سرم در دمای 12همراه 

نمک تترازولیوم  ،MTT کشت و تکثیر داده شدند.، CO2درصد  5

های دهیدروژناز موجود  محلول در آب است که تحت تأثیر آنزیم

های زنده احیا و به فورمازان نامحلول  در میتوکندری سلول

متیل  شود. جذب این ترکیب در دی رنگ تبدیل می بنفش

گیری است  اندازه نانومتر قابل 552-922 سولفاکساید در طول موج

(11.) 

 29برای هر دو رده سلولی در پلیت  MTTدر این مطالعه تست 

تایی انجام شد. بدین منظور  صورت سه ای و برای هر غلظت به خانه

میکرولیتر  222سوسپانسیون سلولی از هر دو رده سلولی تهیه و 

سلول به هر چاهک اضافه گردید.  5222سوسپانسیون شامل 

و  CO2درصد  5ساعت در انکوباتور حاوی  24ها به مدت  سلول

درجه سانتیگراد نگهداری شدند. پس از پایان  32دمای 

   های مختلفی  ی هر چاهک خارج و غلظتانکوباسیون، مایع روی

 ط ـیـمولار( در مح یـمیل 5/2 ،1 ،2 ،4 ،4 ،19 ،32 ،94) HILe-4از 

عنوان کنترل رشد  چاهک نیز به 9 ها اضافه گردید. کشت به سلول

    و 44، 24ها در زمانهای  ه شد. سلولـرفتـگر ـب، در نظـبدون ترکی
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 MTTانکوبه شدند. پس از پایان انکوباسیون، آزمون ساعت  22 

 5با غلظت  MTTانجام گرفت. برای انجام این آزمایش، رنگ 

میکرولیتر از آن به هر  22لیتر در بافر تهیه و  گرم بر میلی میلی

شد. پس از ساعت انکوبه  4چاهک اضافه گردید، سپس به مدت 

 152ساعت، مایع رویی هر چاهک خارج و پس از اضافه کردن  4

دقیقه در دمای محیط  12به مدت  ،متیل سولفاکساید میکرولیتر دی

نانومتر  522نگهداری شد. در نهایت، جذب نوری در طول موج 

گیری شد. میانگین جذب نوری به  با دستگاه الایزا ریدر اندازه

ی تحت تأثیر ترکیب حاصل از سه بار ها آمده از سلول دست  

آزمایش مورد محاسبه قرار گرفت و با میانگین جذب نوری 

هایی که تحت تیمار نبودند )کنترل رشد( مقایسه گردید و  سلول

ساعت محاسبه شد.  22و  44، 24درصد مرگ سلولی پس از 

های کنترل  نسبت به سلول HILe-4تأثیر  درصد مرگ سلولی تحت

  .(12اده از فرمول زیر محاسبه گردید )رشد با استف

 
و آزمون آماری واریانس  SPSSافزار  نتایج با استفاده از نرم

 طرفه و توکی تجزیه و تحلیل شدند. یک
 

 ها یافته
قرار گرفتند  HILe-4در این مطالعه، هر دو رده سلولی تحت تأثیر 

های کنترل در  که تغییرات مرفولوژیکی مشخصی نسبت به سلول

(. این تغییرات وابسته به 2و  1آنها مشاهده شد )شکل شماره 

که با افزایش  طوری به بود، HILe-4زمانهای مختلف و غلظت 

تر بود. مهار  های بالاتر، تغییر شکل سلولی واضح زمان در غلظت

های  صورت سلول جمعی یا منفرد به دستهطور  رشد سلولی به

 رفته مشخص گردید. ای شکل و تحلیل ستاره

 

 

 

 

 

               در مجاورت HepG2تصویر میکروسکوپی سلول : 1شکل شماره  

 هیدروکسی ایزولوسین -4

A کنترل رشد؛ :B ساعت مجاورت؛  24: بعد ازC :44 ساعت؛ 

 D :22 .ساعت 
 

 
                     در مجاورت Huh-7: تصویر میکروسکوپی سلول 2شکل شماره 

 هیدروکسی ایزولوسین -4

A کنترل رشد؛ :B:  ساعت مجاورت؛  24بعد ازC :44 ساعت؛ 

 D :22 .ساعت 
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در  MTTروش  به HILe-4با  Huh-7های  نتایج مجاورت سلول 

ارائه  2در نمودار شماره  HepG2های  و سلول 1نمودار شماره 

، در HILe-4ساعت انکوباسیون با  24شده است. پس از 

مولار در هر دو سلول، سمیت سلولی  میلی 4تر از  های پایین غلظت

درصد مرگ  HILe-4توجهی دیده نشد، اما با افزایش غلظت  قابل

که بیشترین میزان مرگ سلولی در  طوری سلولی افزایش یافت، به

مولار مشاهده گردید. میزان کشندگی برای این  میلی 94غلظت 

% 2/32و  5/39به ترتیب  HepG2 و Huh-7های  غلظت در سلول

 2و نمودار شماره  Huh-7 های برای سلول 1بود )نمودار شماره 

 ولی ـرگ سلـم ،تـاعـس 44(، اما پس از HepG2های  ولـبرای سل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

داری داشت. میزان مرگ سلولی برای  نسبت به زمان افزایش معنی

 44برای  HepG2و  Huh-7های  مولار در سلول میلی 94غلظت 

(. روند 2و  1% بود )نمودار شماره 42و  52ساعت به ترتیب 

ساعت  22افزایش زمان انکوباسیون تا افزایش مرگ سلولی با 

ادامه یافت که بیشترین مرگ سلولی در این مدت دیده شد، 

طور  که مقدار مرگ سلولی نسبت به کنترل رشد به ای گونه به

 94(. میزان کشندگی برای غلظت >25/2pداری بیشتر بود ) معنی

 و Huh-7های  ساعت انکوباسیون در سلول 22مولار در مدت  میلی

HepG2   گزارش شد.95و  91به ترتیب % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 MTTساعت به روش  22و  44، 24 درهیدروکسی ایزولوسین -4های مختلف  غلظت در مجاورت Huh-7: درصد مرگ سلولی سلول 1شماره  نمودار 

 

  
 MTTساعت به روش  22و  44، 24 درهیدروکسی ایزولوسین -4های مختلف  غلظت در مجاورت HepG2: درصد مرگ سلولی سلول 2شماره  نمودار
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 بحث 
سلامت  بر ییایمیش یاز داروها یعوارض ناش لیدل بهامروزه، 

 شیافزا یاهیگ یو استفاده از داروها یبه طب سنت شیانسان، گرا

 ،و با شواهد متقاعدکننده شده توجه به مطالعات انجاماست. با یافته 

  دارو دیتول منبععنوان  توانند به می ییدارو اهانیگه مواد مؤثر

خطر وجود دارد که مواد  نیار روند. با این وجود، همواره اک به

از جمله  یعوارض جانب یدارا یدرمان ریدر مقاد اهانیمؤثره گ

ترین فازهای معرفی یک  یکی از مهمرو  نیباشند. از ا تیسم

داروی جدید، آزمایشهای توکسیکولوژیک برای اطمینان از سالم 

مطالعات متعددی بر روی اثرات  (.13)بودن مصرف آن است 

صورت گرفته است  HILe-4دیابتیک و هیپولپیدمیک  آنتی

( اما تاکنون اثرات سایتوتوکسیک آن گزارش نشده 2،9،2،14)

( 2224مکاران با مطالعه بر موش صحرایی )سال و ه Brocaاست. 

در عضله و کبد موش  PI3Kتوانایی تحریک  HILe-4نشان دادند 

باشد که این اثر در عضله  را دارا می 2صحرایی نرمال و دیابتی نوع 

(. مطالعه حاضر برای اولین بار بر این 12بیشتر از کبد بوده است )

اثرات خود را با  HILe-4اساس انجام گرفت که اگر ترکیب 

( و با توجه به اینکه 12گذارد ) برجای می PI3Kکردن آنزیم  فعال

شدن مسیرهای تکثیر سلولی  احتمال فعال PI3Kهمزمان با تحریک 

(، آیا در صورت مصرف باعث افزایش 19،15نیز وجود دارد )

ترین سؤالی  شود. این نگرانی مهم های سرطانی نمی تکثیر سلول

ز معرفی دارو باید به آن پاسخ داده شود. نتایج است که قبل ا

های  ( نشان داد در غلظت2و  1مطالعه حاضر )نمودارهای شماره 

ساعت، درصد مرگ سلولی حدود  44و  24پایین و در زمانهای 

مولار( در  میلی 5/2% است و در کمترین غلظت )دوز 52و  32

در این  باشد. % می1و  9 به ترتیب HepG2و  Huh-7های  سلول

در هر دو رده سلولی  HILe-4مطالعه، بیشترین اثر سمیت سلولی 

% 92ساعت، حدود  22مولار و پس از گذشت  میلی 94در غلظت 

بود که این مقدار از مرگ سلولی در حد متوسط ارزیابی شد. 

نتایج این مطالعه مشابه پژوهشی است که در مورد سلنیوم انجام 

 دارای اثرات  HILe-4همانند  PI3Kبر  گرفته است. سلنیوم با تأثیر

 

 

 

 

(، با وجود این، اثرات سایتوتوکسیک سلنیوم 12ضددیابتی است )

بر سلول سرطانی کلون و پروستات نیز مشاهده شده است 

علاوه،  باشد. به دهنده تشابه با پژوهش حاضر می (، که نشان12،14)

در هر دو رده سلولی مشابه بوده و  HILe-4اثر سایتوتوکسیک 

 22مولار در  میلی 94شده بین دو سلول در غلظت  تفاوت دیده

%( و تفاوت جزئی در درصد مرگ 95% در مقابل 91ساعت )

، از نظر آماری HepG2بیشتر از  Huh-7سلولی بین رده سلولی 

بودن نتایج  دهنده نرمال چشمگیر نبوده است. همین مطلب نشان

عنوان یک  به HILe-4باشد. هدف از این مطالعه معرفی  حاصله می

ترکیب ضدسرطان نبود؛ بلکه درپی پاسخ به این پرسش بود که 

 زا هست یا خیر؟ سرطان HILe-4آیا 

زا نیست؛ بلکه  دهد این ماده نه تنها سرطان خوبی نشان می نتایج به

باشد.  های سرطانی می بردن سلول دارای قدرت متوسطی در از بین

شده در خصوص اثر  بنابراین، با توجه به مطالعات انجام

ضددیابتیک این ترکیب، احتمال آنکه با اطمینان بیشتری بتوان آن 

 باشد.  عنوان داروی ضددیابت معرفی نمود بالا می را به

  

 گیری نتیجه
ی هیدروکسی ایزولوسین نه تنها دارا -4نتایج این مطالعه نشان داد 

خاصیت رشد سرطانی نیست؛ بلکه دارای اثر کشندگی وابسته به 

باشد. پژوهش  غلظت و زمان بر دو رده سلولی هپاتوما می

را  HILe-4ای است که اثر سایتوتوکسیک  شده تنها مطالعه انجام

بررسی نموده است. بنابراین، اطلاعات چندانی در دسترس 

درمانی آن، انجام باشد. لذا با توجه به احتمال کاربرد  نمی

و بررسی اثرات  LD50تحقیقات بیشتر اعم از تعیین 

های سلولی سرطانی  سایتوتوکسیک این ترکیب با استفاده از رده

 رسد. نظر می بتا پانکراس و سلول نرمال ضروری به

 

 تشکر و قدردانی
این تحقیق در بخش تحقیقات آزمایشگاه بوعلی قم انجام شد 

 شود. آن مرکز تشکر میهمکاری  بدین وسیله از
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 و همکاران معصومه بابایی                                                                                                  سرطانی کبدهیدروکسی ایزولوسین بر رده سلول  -4سایتوتوکسیک تأثیر 
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