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  ٦/٩/١٣٩٢ : تاريخ پذيرش    ٧/٥/١٣٩٢ :تاريخ دريافت
   چکيده

 هـاي  ها و بافت هاي زيستي مختلفي در سلول داراي فعاليت ،شود زنبورهاي کارگر ترشح مي به وسيله که  ژل رويال:زمينه و هدف

  . بودK562 و سلول سرطاني رده  اي خون محيطي هاي تک هسته سلول تأثير ژل رويال بربررسي ين مطالعه هدف ا. باشد ميبدن 
  

 سلول سـرطاني  و با سه بار تکرار صورت گرفت، به طور جداگانه  نفر داوطلببر روي سه بي که   در اين مطالعه تجر    :روش بررسي 
K562 )۱۰۴(اي خون محيطي  تك هسته سلول و )سلول(PBMC )۱۰۵١٠٠ و٥٠، ٢٥، ١٠، ٥( ژل رويـال  تفـاوت از مهـاي   باغلظـت  )سلول 
 کشندگي  ميزانسپس.  کشت داده شد ساعت٧٢و ٤٨ زمان  مدتشرايط استاندارد براي  و دربه طور جداگانه ) ليتر گرم بر ميلي ميلي

چنـين تعـداد     هـم .شـد بررسـي  MTT(Tetrazolium Dye-Reduction Assay)  بـا روش K562و سـلول سـرطاني   PBMC هـاي  سلولآن بر
 آزمونها با   داده.شدندآميزي تريپان بلو بررسي   ساعت با ژل رويال مواجه شده بودند، با رنگ۴۸ که به مدت PBMCهاي زنده  سلول
  .تجزيه و تحليل شدند آناليز  واريانس آماري

  

 و ٥٠ هـاي  در رقـت K562 هاي سرطاني رده  بر روي سلول لي ونداشتکشندگي  تأثيرPBMC هاي  سلول ژل رويال بر روي :ها يافته
گـرم بـر     ميلي٢٥ و ١٠ هاي ين در رقتچن  هم.همراه بودهاي سرطاني   سلول کشي سلول ميزان افزايش  با ليتر  گرم بر ميلي     ميلي ١٠٠
  . شدPBMC هاي زنده سبب افزايش تعداد سلولليتر ميلي

  

 چنين افزايش و هم  سلول اين افزايش ميزان زنده مانيوPBMC هاي   ژل رويال بر روي سلولعدم کشندگيبا توجه به  :گيري نتيجه
هاي درماني آن به عنوان کانديداي بالقوه براي مطالعات بيـشتر در   هاي سرطاني در آينده پتانسيل  ميزان کشندگي آن بر روي سلول     

  .شودتواند بررسي  ميدرمان سرطان خون 
  

  اي خون محيطي هاي تک هسته سلول  ،K562ژل رويال،  :هاي كليدي واژه
  

  دانشکده دامپزشکي، گروه ميکروب شناسي  اروميه، دانشگاه اروميه،،رژینوروز دل:مسئول  نويسنده*
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  مقدمه

ــ ــلوئيم ميلوس ــزمنيدي ــي )١( م ــناخته يک  از ش

ه ب ـ جا ليدل که به اشدبيم  خونيها سرطان نيتر شده

 کرومـوزوم و ژن     يبـر رو   abl ژن   نيب دو طرفه    ييجا

bcrــر رو ــا  در ســلول٢٢ کرومــوزوم شــماره ي ب  يه

 يرده سـلول  .)١و ٢(ديآ مي به وجود  چند توان    ياديبن

K562   يدي ـلوئيم مي لوس ـ  جهت مطالعه  ييبه عنوان الگو 

 ميتنظ ـ نـد يآفر کي ـآپوپتـوز،   .)٣(روديبه کار م مزمن

 يهـا   سـلول   که باعث حذف   باشديم يه مرگ سلول  شد

 چنـد  يهـا  سمي ـارگان در بيآس ـ جادي ا بدون ،ناخواسته

کنتـرل رشـد و ثابـت نگـاه          سـبب    وگـردد    مـي  يسلول

بـه طـور   .)٤(شود يم داخل بدن طيمح طيشراداشتن 

رود  مـي  بـه کـار      يدرمـان   مييش که در    ييداروها يکل

امـا  ، )٥(شـود  يم ـمنجر به القا آپوپتـوز و مهـار رشـد       

 يهـا   کـه سـلول    ي داروهـا و مقـاومت     ني ـا ياثرات جانب 

دهـد از مـشکلات و    مـي  نـسبت بـه آن نـشان      يسرطان

  .)٦(ديآ مي به حساب يدرمان  مييش موانع 

، قطـع  يجراح ـ از جمله   ي درمان يها  روشتمام  

 عـوارض  ي دارايدرمـان   مييش ـ و يپرتو درمان اندام،

، اسـتفراغ، خـارش     ، تهـوع   مـو  زشي ـر از جملـه     ياديز

 فيتـضع  احتمـال عفونـت بـه دنبـال      شيافـزا  پوست و 

ــس ــيا ستمي ــي يمن ــد م ــال،باش ــه روشي در ح ــا  ک  يه

اسـتفاده  .)٧(باشـد  ميثر  ؤو م   مي تهاج ريغ ،کيولوژيب

 يهـا   روش از   يکيسرطان   در درمان    ي درمان يمنيااز  

 ني ـا کـه در  شـود  يم ـثر محـسوب   ؤمورد مطالعه و م ـ   

 .باشـد يم ـ يمنيا ستميس تيتقو يروش تمرکز بر رو

 يريجلـوگ  موجب کاهش رشـد و  يمنيا ستميس تيتقو

 اني ـم نيادر  .گردد مي ي سرطانيها از گسترش سلول

رسـد در   مـي  که به نظر  استي از مواديکي اليژل رو

. )٨ و٩(اشدبثر ؤتواند م مي يمنيا ستميس تيتقو بحث

 محلـول در آب     B  گـروه  يها نيتامي و يال حاو يژل رو 

ن، ياس ـي ن ،نيرودوکـس يو پ ،  نيبـوفلاو ين، ر يامي ت ؛مانند

. باشد مي يتول و مواد معدن   ينوزيک، ا يدفولين، اس يوتيب

، قند، استرول،   ينه ضرور يد آم ي اس ۲۰ ين دارا يچن هم

بـات مـورد    يگر ترک يد ن و يدکوليبات فسفردار، اس  يترک

  . .)۱۰ و۱۱(باشد مي ي سلامتياز براين

 ي مطالعه با توجه به اثرات ضد تومـور        نيادر  

 تي ـفعال، الي ـرو ژل يمن ـيا ستميس ليتعد يدر راستا

 و  K562رده    مي لوس ـ تـرو يار ي سـلول سـرطان    يريتکث

 ي بررس ـنرمال )٢(يطيمح خون يا هسته تک يها سلول

  .شد

  

  يروش بررس

 بـه   نفر داوطلب سه يبر رو  يربتج مطالعه   نيا

 تک يها  سلوليجداساز ي برا.انجام شدطور جداگانه   

ط ينـه بـا مح ـ  يخـون هپار   ابتـدا يطيمح خون يا هسته

 يبــر رو  مــيق شــده را بــه آرايــرق RPMI-1640کــشت 

ق نـشده اسـت     ي ـکول کـه حجـم آن برابـر خـون رق          يفا

قه ي دق۱۵ به مدت g۸۰۰ آن را با سرعت     شده و  اضافه

 که در حـد فاصـل       PBMCيها  سلول. يدفوژ کرد يسانتر

 و يآور جمــع  مـي ق شــده بـه آرا ي ـکول و خـون رق يفـا 

PBMC     برداشته  لياستر پاستور   پتيپبا  به دست آمده 

                                                
1-Chronic Myeloid Leukemia(CML) 
2-Peripheral Blood Mononuclear(PBMC) 
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 ي بـرا  RPMI1640 شده و بعد از سـه بـار شستـشو در          

ــام  ــاانج ــا شيآزم ــد ه ــتفاده ش ــداد و م . اس ــتع زان ي

ا  به دست آمده ب ـ  يطي خون مح  يا  هسته تک   يها  سلول

رده  سـپس  .ن شـد  يي تع )۱( پان بلو  ياستفاده از رنگ تر   

 راني ـا پاسـتور  تويانـست  ياز بانک سلول K562  يسلول

ــته ــدههي ــرا و در  ش ــدر  In Vitro طيش ــشت طيمح  ک

RPMI1640 و FBS )ــد ١٥ )٢ ــا درص ــه ٣٧ يدر دم  درج

کـشت داده    درصـد دي اكـسيد كـربن   ٥ گراد و يسانت

  .شد

، يجان غرب ـيرباال که از زنبورداران آذيژل رو 

 شـد، در  يداري ـه به صورت تـازه خر   يشهرستان اروم 

ش ي انجام آزمايبرا شده و يط استاندارد نگهدار  يشرا

 يهــا ه غلظــتيــ تهيبــرا .مــورد اســتفاده قــرار گرفــت

ــ ژل رو،متفــاوت ــاي ــافرال را ب ــسبت بــهPBS  ب  ۲۰۰  ن

ق کـرده و سـپس بعـد از    ي ـ رقليتـر  گـرم بـر ميلـي     ميلي

شکل آن را     ميقسمت مو g۱۰۰۰۰وژ با دور  يفيسانتر

ل يکرون اسـتر يم ۲/۰ يلتر سر سرنگ  ي با ف  جدا کرده و  

ه شد و بـه    ياز از آن ته   ي مورد ن  يها  رقتسپس  . ديگرد

 يهـا  ش در لوله  ياز جهت انجام هر آزما    يزان مورد ن  يم

  . شدينگاهدارگراد  درجه سانتي -۲۰ل درياستر

 ٣ يها  گروه در نهيبه رشد   طيشرا در   ها  سلول

 به PBMC از ١٠٥ و K562  از سلول  ١۰۴ به تعداد    يچاهک

 طيمح ـ در  خانـه ٩٦ کـشت  يهـا  تيپل جداگانه در    طور

 .کشت داده شد  درصدFBS١٥  يحاو RPMI1640 کشت

  ط کـشت يمح ـ کـه شـامل       گـروه بـه عنـوان شـاهد        کي

RPMI1640  بـا  FBSانجـام  ي بـرا ،باشـد يم ـ  درصـد ١٥ 

اورت  در مج ـگـر يد يها گروه . در نظر گرفته شدتست

 ٧٢ و ٤٨ بـه مــدت  الي ـرو مختلــف از ژل يهـا  غلظـت 

ن تست از نمونه خون ينجام ا در ا .ديساعت انکوبه گرد  

 مورد اسـتفاده قـرار گرفـت کـه از نظـر پاسـخ           يافراد

 يان افراد تفاوت  ي در م   و سالم بوده  کاملاًک  يمونولوژيا

ال وجـود  ي ـبـه ژل رو PBMC يها نسبت به پاسخ سلول

ــا در شـــ و ســـلول نداشـــت                   يکـــساني ط کـــاملاًيراهـ

 مختلف يها  غلظتريتأثبه منظور سنجش  .قرار گرفتند

ــر  ــمژل ب ــان زاني ــده م ــپادر  وي زن ــاناني ــا  زم  يه

 )٣(MTTســــاعت بــــا روش  ٧٢ و ٤٨ ونيانکوباســــ

  . .استفاده شد

سـاعت   ٧٢ و  ٤٨ ي در دوره زمان   شيآزما نيا

ر  اسـت کـه ب ـ   ي رنگ سنج  MTT تست   يمبنا. انجام شد 

 يهــا ستاليــکر شــدن و شکــسته شــدن ءايــاحاســاس 

 لهيوسبه MTT ييايميش با فرمول وميتترازولزردرنگ 

ــز ــس ميآنــ ــه ي دناتيسوکــ ــشک و دروژنازيــ  ليتــ

پس از اتمام   . باشد مي رنگ نامحلول    ي آب يها ستاليکر

 ٧٢ و ٤٨ ي از دو دوره زمـان   کي ـ در هـر     ونيانکوباس

هــک بــه هــر چا MTT از محلــولتــريکروليم ٢٥ســاعت 

 حـاوي   ساعت در انکوباتور   ٤اضافه نموده و به مدت      

گـراد قـرار     ي درجه سـانت   ٣٧ ي در دما  اكسيد كربن   دي

 يهـا  ستاليکر ونيانکوباسبعد از اتمام زمان  . داده شد 

سـپس بـه هـر    . دي ـگرد جـاد يا هـا   سلول بر سطح    يرنگ

ــک  ــمچاه ــريکروليم ١٠٠ زاني ــول ت  )٤(DMSO از محل

                                                
1-Trypan blue 
2-Fetal Bovine Serum(FBS) 
3-Tetrazolium Dye-Reduction Assay (MTT) 
4-Dimethyl Sulfoxide 
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 موجود در يها ستاليکراضافه شد که سبب حل شدن      

 در ي جـذب نـور  زاني ـمکف هر چاهک شـده و سـپس    

 زاي ـالا نانومتر بـا اسـتفاده از دسـتگاه          ٤٩٢طول موج   

 زنـده در هـر چاهـک      يهـا   سلول زانيمخوانده شده و    

 زنـده و مـرده      يهـا  ن تعداد سلول  يچن  هم .محاسبه شد 

ــلول ــا سـ ــسته يهـ ــک هـ ــون محيا  تـ ــي خـ ــه يطـ                         کـ

بــا ال مواجــه شــدند يــســاعت بــا ژل رو ٤٨ت بــه مــد

بـه صـورت درصـد       و شمارش   پان بلو ي تر يزيآم رنگ

  . ندگزارش شد

آوري شــده بــا اســتفاده از     هــاي جمــع   داده

 و آزمون آماري آناليز واريانس تجزيـه       SPSSافزار    نرم

  .و تحليل شدند

  

  

  

  ها افتهي

ال يــعــصاره ژل رو ، ج حاصــلهيبراســاس نتــا

 در  PBMCيهـا   سـلول ر  ي ـزان تکث ي م  بر يدار  يرمعنيتأث
 نسبت به گـروه کنتـرل     ساعت ۷۲ و ۴۸ يفواصل زمان 

، در حـالي كـه      )۱ و   ۲نمودارهاي  )(<۰۵/۰p(نشان نداد 

 يهـا   غلظـت را در    يدار  يمعن ـ ريتأثال  يعصاره ژل رو  

نسبت به گـروه کنتـرل   گرم بر كيلوگرم     ميلي ۱۰۰ و ۵۰
ــر رو  را در هــر دو فاصــله K562ي ســلول ســرطانيب
ســـــاعت از خـــــود نـــــشان     ۷۲و ۴۸  ينزمـــــا 

  .)۳ و ۴نمودارهاي )(<۰۵/۰p(داد

عـصاره ژل  نتايج تست تريپان بلـو نـشان داد،    

 يهـا   سـلول  يزان زنـده مـان    ي ـش م يسـبب افـزا    اليرو

PBMCگــرم بــر   ميلــي٢٥ و ١٠ يهــا  و در رقــت شــده

  .)۵نمودار)(<۰۵/۰p(شدكيلوگرم
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  MTT ساعت مواجهه در تست ۴۸ بعد از PBMCيها سلولي مختلف ژل رويال بر ها غلظتاثر  مقايسه: ۱نمودار
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  بحث

 درمــان ي کــه بــراييدر حــال حاضــر داروهــا

 يـي اد مقاومـت دارو   جيروند، سبب ا   مي به کار  يلوسم

مـار  يت سبب مـرگ ب  ي و در نها   ريتأثشده و باعث عدم     

ــ ــو يم ــ١٤(دنش ــابرا .)١٢ـ ــان يبن ــات جه  و ين مطالع

 يريگبـه کـار   د با   ي جد يافتن داروها ي ي برا يا گسترده

 ي در پزشــک.)۱۵(ان اســتيــ در جري ســلوليرده هــا

ــمــدرن ن ــز توجــه زي  يهــا روش بــه اســتفاده از يادي

ل عـس .  شده است  يکيولوژيو ب  يعي با مواد طب   يدرمان

ال بـه  ي ـژل رور ي ـر محصولات زنبـور عـسل نظ     يو سا 

ــوان محـــرک س  ــيستم ايـــعنـ ز اســـتفاده يـــ نيمنـ

 نـشان از    يگـر ي د ين بررس ـ يچن هم .)۱۶و۱۷(شود  يم

 ــ  ــد تومـ ــرات ضـ ــ ژل رويرواثـ  .)۱۸و۱۹(داردال يـ
ر آن ال و اثي ژل رو ريتأثز نشان از    ير ن ي اخ يها مطالعه

گر اثرات ياز د .)۲۰(دارند يمنيستم ايل سي تعديبر رو 

 ي، اثرات حفـاظت يري به اثرات ضد پ    توان  يمال  يژل رو 

اشـاره   يعروقـ   يد قلب ياثرات مف   و پوست و استخوان  

 و يدانياکـس  ي خـواص آنت ـ   يال دارا ي رو ژل .)۲۱(کرد

 و کـاهش قنــد خــون  DNA يب هــايه آس ـيــ عليحفـاظت 

ه ن در مطالعات گذشته نشان داديچن  هم .)۲۲ـ۲۵(دارند

ــشــده اســت کــه ژل رو ــال از طري ــداد يق افــزاي ش تع

 يمنــــيستم ايــ ـت سيــــهــــا ســـبب تقو  تيلوکوســ ـ

 و مطالعـه    يشگاهي ـمطالعـات آزما   .)۲۶ـ ـ۲۸(شـود  يم

ــات آزماي حيرو ــوانــ ــرات   يشگاهيــ ــشان از اثــ                   نــ

ــور  ــد تومــ ــاب يضــ ــد التهــ ــ اي و ضــ ــاده يــ ن مــ

ديگـر ثابـت شـد،     يا ه مطالع ـ يدر ط  .)۲۹ـ۳۰(باشد مي

ال در ياز عصاره ژل رو ليتر    گرم بر ميلي     ميلي ۴ غلظت

 يري ـت تکث ي ـش فعال ي ساعت سـبب افـزا     ۷۲مدت زمان   

 مترشــحه از يهـا  نيتو کــايهـا و ترشــح سـا   تيلنفوس ـ

من سبب ي خود ايها يماريکه در ب شود ميها  تيلنفوس

ن يچن ـ هم). ۲۷(شودي م يماريم مربوط به ب   يکاهش علا 

ال سـبب  ي ـروژل روشـن شـد كـه     يگـر يدر مطالعـه د 

شـد کـه بـا       ي کبـد  يهـا  زان آپوپتـوز سـلول    يکاهش م 

ز ي ني کبديها  سلولي ضد آپوپتوزيها تيش فعاليافزا

   ).۳۱(همراه بوده است
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ال ي ـکه ژل رو   نشان داد  مامطالعه حاضر    جينتا

 ي سـرطان  يها  سلول ي بر رو  ي اثرات سلول کش   يدارا

K562  ،ــرات  دارد ــد اث ــا فاق ــش ام ــلول ک ــر رويس  ي ب

 يا هـسته  تـک   يهـا   سـلول . باشـد  مـي  PBMCيها  سلول

گانـه و  يه عوامل بيدر دفاع عل  مي نقش مه  يطيخون مح 

ار ي بسيمنيستم ايت سيکه در بحث تقو دارند  تومورها  

 موجـب کـاهش رشــد و   يمنــيا ستمي ـس تي ـتقو .اسـت 

 .گـردد  مـي  ي سـرطان  يهـا   از گسترش سلول   يريجلوگ

ــبختانه ــ خوش ــم ا يعل ــرغ ــه ژل رو ني ــک ــر الي  اتاث

 ،به همـراه دارد   K562يها  سلول يک بر رو  يتوتوکسيس

 بـوده  PBMCيهـا   سلول ي بررو کيتوتوکسيسفاقد اثر   

  زنـده در   يهـا  درصـد سـلول     باعث افزايش  نيچن و هم 

 .باشـد   مـي ز  ي ـ ن يط ـي خـون مح   يا   تک هسته  يها  سلول

ب مکمل  يک ترک يبه عنوان    تواند ميال  يژل رو ن  يبنابرا

 بـدن   يمنيستم ا يست  يهمراه با تقو   ،يدر درمان لوسم  

نـه  ين زم ي ـ در ا  شتري ـقات ب ياز به تحق  ين که   مطرح گردد 

  . باشد يم 

  

   يريگ جهينت

ــه  ــا توج ــ اب ــه ني ــه ژل روک ــ ب ــر روي  يال ب

 نداشـته و شـاهد عـدم اثـر     ير چندانيثأتPBMC يها سلول

ن يچن ـ  هـم وه هـا بـود   ن سـلول ي ـ اين ژل بر رو ي ا يکشندگ

 شـده   PBMCيهـا   سلوليزان زنده مانيش ميسبب افزا

 يبــر رون ژل يــ ايکـشندگ   اثــراتگــرياز طـرف د  و

 يها ليپتانس ندهيدر آ ،شد هشاهدم ي سرطانيها سلول

 ا همـراه ب ـ يمنيستم ايت س ي تقو ي در راستا   آن يدرمان

 و توانــد مــورد توجــه مــي مــرتبط ي درمــانيداروهــا

   .ردي قرار گيبررس

  

  ر وتشکريتقد

 يکارشناســمطالعــه حاصــل پايــان نامــه ن يــ ا

ت ي ـبـا حما باشد كـه     ميه  يدانشگاه اروم مصوب  د  ارش

  .دانشگاه انجام شداين  ي دانشکده دامپزشکيمال
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Abstract 
 
Background & aim: Royal jelly, secreted by worker bees, has different biological activities on cells and 
tissues. The aim of this study was to evaluate the effects of royal jelly on peripheral blood mononuclear cells 
and on the tumor category of K562 cell line. 
 
Methods: In the present experimental study, three subjects were selected separately with three repetitions. 
K562 (104 cells) and PBMC (105 cells) with different concentrations of royal jelly (5, 10, 25, 50 and 100 mg/ml) 
were cultured under standard conditions for 48 and 72 h separately. The fatality rate on PBMC cells and K562 
cancer cells was evaluated by using MTT (Tetrazolium Dye-Reduction Assay). The number of viable cells in 
PBMC that were exposed for 48 hours with Royal Jelly was evaluated by trypan blue staining. Data were 
analyzed by ANOVA. 
 
Results: The royal jelly had no cytotoxicity effect on PBMC cells but at concentration of 50 and 100 mg/mL 
the cytotoxicity effect were observed on k562 cells whereas, at 10 and 25 mg/ml the number of PBMC viable 
cells increased. 
 
Conclusion: Due to the lack of lethality of royal jelly on PBMC cells and PBMC cell viability and an increase in 
the fatality rate of cancer cells in the future, royal jelly can be used as a potential candidate for treatment of 
leukemia. 
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