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 مقاله پژوهشي

 

 
 (332-334) 44زمستان  4شماره  21دوره 

 

 

  NB4مرگ سلولي و كاهش تكثير در سلول لوسمي پروميلوسيتيك حاد  يالقا
 توسط كافئين 

 
 3، محسن حميدپور1، داود بشاش2مجيد صفا

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 دوارکنندهيام ياستراتژ کي عنوان به حاضر حال در يعي، درمان و کنترل سرطان با استفاده از مواد طبيريشگيپ
مختلف از جمله اهان يگ پوريني موجود در ديک آلکالوئيكه  نيدر اين خصوص، کافئ. است گرفته شده نظر در

 ياديتوجه ز يتازگ به ها سرطان از جمله لوسمي منظوره چند مهار ليدل به باشد، مي يو چا قهوه، کاکائو، کولا
 . است کرده جلب خود به

 ها روش مواد و
در  NB4ي هرا  سرلول  ،لوسرمي پروميلوسريتيك حراد    ن دريکرافئ اثرر   يبه منظور بررسدر يك مطالعه تجربي 

 MTT ،Caspase 3  ،BrdU cell يها از آزمون د و متعاقباًكافئين کشت داده شميلي مولار  4 و 1، 2 يها غلظت

proliferation assay   وQuantitative Real-Time PCR و  يمرر  سرلول   يدر القرا اثر كافئين  يجهت بررس
جهرت تحليرل    SPSS 21افراار   و نرر   paired student t testآزمون  .مطالعه مكانيسم احتمالي آن استفاده شد

 . به كار رفتها  داده
 ها يافته
ن ميراان  ينشان داد که کافئ، MTT و  BrdUهاي  با استفاده از روش يسلول يو بقا DNA ساختاان يم يبررس

چنين نتايج به دست آمرده   هم. دهد يرا به صورت وابسته به دوز و زمان کاهش م NB4 يسلوها يتكثير و بقا
 mRNAان يش بيو افاا 3م کاسپاز يفعال شدن آنا ين موجب القايكه افاايش دوز کافئاز اين تحقيق نشان داد 

 .گردد مي p21و  Baxژن 
 ينتيجه گير

 يهرا  آپوپتوز در سلول ير و القايتکثمهار تواند موجب  كه مشخص شد كافئين مي ايندر مجموع، با توجه به 
در  يا ن به عنوان مادهيگيري كرد كه مصرف کافئ جهيتوان چنين نت شود، لذا مي NB4ک حاد يتيلوسيپروم يلوسم

 يبردخيم در مبتييران بره لوسرم     يهرا  مر  سلولي اين سرلول  يد جهت القايک عامل مفيممكن است  يچا
 .ک حاد عمل کنديتيلوسيپروم

 لوسمي پروميلوسيتيك حاد، آپوپتوز، كافئين، كاسپاز :ات كليديكلم
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9- PhD هماتولوژي ـ استاديار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران 
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  مقدمه 
، درمان و کنتـرل سـرنان بـا اسـتفاده اا مـواد      يريشگيپ    
 دوارکننـده يام ياستراتژ کي عنوان به حاضر حال در يعينب
 شـده  مشـص   يتجرب ـ يهـا  و در مدل گرفته شده نظر در

 موجـ   ييغـذا  مي ـرژ اي و يعينب مواد اا ياريبس است که
 بـه  نيدر اين خصـو،، کـافئ  . (9، 2)شوند يم سرنان مهار
داده  کشـت  يهـا  سـلول  در سـرنان  منظوره چند مهار ليدل

 خـود  بـه  ياديا توجه يتااگ به يوانيح يها مدل اي شده و
 يو خـوردن  ييايميش ـ ک مادهي نيکافئ. (9)است کرده جل 

و  اا جمله قهوه، کاکـاوو، کـو    ياهان مصتلفياست که در گ
ل ياا خانواده مت ديک آلکالووياين ماده، . شود يافت مي يچا

د يبه صـورت پـودر سـف   در فرم خال ، ها است و  نيگزانت
  کـربن،  ي ـاا ترک كـه  نيکـافئ . باشـد  يتلـخ م ـ با مزه رنگ 

 ينـوع  ،اسـت   ل شـده يتشـک  ژنيو اکس ـ تروژنيدروژن، نيه
ــوده ورک محــ ــ ب ــد اا خواب يم ــتوان ــوگي ــد يريدن جل  .کن
دهه گذشته نشان داده است کـه   يانجام شده ن هاي همطالع

اين اثر را اا  بوده و احتماً  ضد سرنان اثرات كافئين داراي
هـا   آپوپتوا در سرنان يو يا القا ير سلوليتکث نريق كاهش

 .  (9)كند ها اعمال مي اا جمله لوسمي
هسـتند کـه اا    ها بدخيمياا  يگروه ناهمگون، ها يلوسم    
 ـ يخونساا اول يها م شدن سلوليبدخ ه ه در مغز اسـتصوان ب

 بيماري عنوان يك به ٠٧٨١ سال در، ميسلو. نديآ يوجود م

 انـوا   ،٠٣٩١ سال در و شد عنوان استصوان مغز درگيركننده

 مشـص   خـوبي  به مزمن و حادهاي  ميسلو فولوژيكورم

بـه دو   يحـاد بـر اسـاس رده سـلول     يها يلوسم. (5)شدند
 يو لوسـم ( AML)کيلوبلاسـت يحـاد م  يگروه بزرگ لوسم
ــت  ــاد لنفوبلاس ــ( ALL)کيح ــيتقس ــو يم م ــم .دنش  يلوس

 ـاا ا يک ـي( APL)ک حاديتيلوسيپروم   AMLيهـا  ر گـروه ي
(AML-M3) باشد يم. APL  انوا  % 90-%95حدود AML را

 يسـالگ  90-50ن يدر سـن  معموً  داده وبه خود اختصا، 
ــ ــد يرخ م ــا .(1)ده ــارين بي ــر در يم ــ  در اث ــو   نق بل
 يکه ن ـد يآ يبه وجود م يديلوويد در رده ميسف يها گلبول

در مرحلـه   يتيرده گرانولوس ـ يهـا  آن، روند بلو  در سلول
 يل انعقاد داخـل عروق ـ يبه دل. شود يمتوقف م تيلوسيپروم

ش يآااد شــدن مــواد پــ اا يناشــ کــه هــاهراً( DIC)منتشــر
مشکلات  است، کيلوسم يها سلول يها اا گرانول يانعقاد

 يبوده و اا جمله علل اصـل  عيشا يمارين بيدر ا يزيخونر
در سـال   .(3)شـود  يمـاران محسـوم م ـ  ين بي ـر ايمرگ و م
افقـي   ،اسـت  Aکه مشتقي اا ويتامين  ATRAمعرفي  9395

زان مـرگ و  ي ـو اا م گشود APLجديد در تاريصچه درمان 
 ـبـا ا . کاسـت  يقابـل تـوجه  به نور  يمارير بيم ن حـال و  ي

اا  ي، درصد APLن كافئين در درمان يا ياثر بصشرغم  علي
منجـر   مـار يب بـه مـرگ  ت يدر نها شده وبيماران دچار عود 

 .(9)شود مي
كافئين و اا نرفـي بـا در    ضد سرناني با توجه به اثرات    

كارهـاي درمـاني معمـول     نظر گرفتن عدم موفقيت كامل راه
ايـن   يق اثربصش ـي ـن تحقي ـم تـا در ا ي، برآن شـد  APLدر 

رده ) NB4هــاي  ي را عليــه ســلولنــيل گزانتيــد متيــآلکالوو
بـا انجـام   . بررسي كنيم( ک حاديتيلوسيپروم يلوسم يسلول

ان ي ـش بين اا نريـق افـزا  ياين تحقيق مشص  شد كه کافئ
 9چنين فعال كردن آنزيم کاسـااا   و هم p21و  Bax يها ژن

ک يتيلوس ـيپروم يلوسم يها آپوپتوا در سلول يموج  القا
 .شود يم NB4حاد 

 
 ها مواد و روش
 :کشت سلولي

 يرده سـلول ) NB4 يهـا  سـلول در يك مطالعه تجربـي،      
 ـ( ک حـاد يتيلوس ـيپروم يلوسـم  يانسان ن بـار در سـال   ياول
سـاله مبـتلا بـه     29ک خانم جوان ياا مغز استصوان  9393
 يهـا  ولـسل ـ .شـد  يک حـاد جداسـاا  يتيلوسيپروم يلوسم
NB4 ، هـاي  همطالع يبرا يار مناسبيبس يرده سلول in vitro 

در . شـود  يک حاد محسوم ميتيلوسيپروم يدر مورد لوسم
تو پاستور يکه اا انست ين رده سلوليا يها ن مطالعه، سلوليا
 mM 2 يحاو RPMI 9190 ط کشتي، در محبوده شده يته
 U/mL 900زان ين به ميليس ي، پن FBS% 90ن، يگلوتام- Lاا 

درجـه   93 يدر دما µg/mL 900زان يبه م يسينو استرپتوما
 . کشت داده شدند CO2اا % 5گراد و فشار  سانتي

 
 :با کافئينتيمار 
اسـتفاده  ( سـيگما آمريكا، )نيها، اا کافئ مار سلوليت يبرا    
ن مـاده در  ين به واسطه حل کردن ايره کافئيمحلول ذخ. شد

ره را در يـ ـمحلــول ذخ. ه شــد يــل تهيآم مقطــر اســتر 
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اتاق تا امـان   يها را در دما م کرده و آنيها تقس وميکروتيم
نـه  ين اثـرات به يـي بـه منظـور تع  . ميکـرد  يمصرف نگهدار

ق در نظـر گرفتـه   ي ـن تحقير دوا و امان در ايمتغ ٢كافئين، 
مـو ر   ميلي 9 و 2، 9 يها با غلظت يسرنان يها سلول. شد

 99، 29 يهـا    پس اا امانيمار شدند و به ترتيت نياا کافئ
ضمن به منظـور   در. مورد مطالعه قرار گرفتندساعت  32و 
بـه   هـا  آامـايش  ،يا سـه يمقا يکار و بررس يور بهرهش يافزا

 .انجام شد وبار تکرارصورت د
 

Microculture Tetrazolium Test : 
. شـد  يبررس ـ MTT آامايشتوسط  يات سلوليزان حيم    

ها بـه   بعد اا دو بار پاساژ دادن، سلول آامايشجهت انجام 
. منتقـل شـدند  ( هـر خانـه  سلول در  5000)خانه  31ت يپل

شـود،   يانده م ـ يها ارد رنگ وارد سلول MTTکه  يهنگام
شـود و   يا م ـي ـهـا اح  ن سلوليدروژناا ايم دهيله آنزيوسه ب

به نور خلاصـه، بعـد اا    .کند يجاد ميرسوم بنفش رنگ ا
 MTT (mg/mLها با گلوکز، محلـول   مار سلولياتمام امان ت

و بـه   هه اضافه شـد خان 31ت يپل يها به چاهک( PBSدر  5
قـرار  گـراد   درجـه سـانتي   93ساعت در انکوبـاتور   9مدت 
 . گرفتند
هـا بـا    سـلول  يت حاويون، پليامان انکوباس يپس اا ن    
ســاس . شــد ســانتريفوژقــه يدق 90بــه مــدت  g 9000دور 

تـر  يکروليم 900د و ي ـگرد يها خال در چاهک ييمحلول رو
کـدام اضـافه    به هرDMSO (Dimethyl sulfoxide )محلول 

 يهـا  قه جهـت حـل کـردن رسـوم    يدق 90شد و به مدت 
در ي ـزا ري ـسـاس توسـط ا   . ، تکـان داده شـد   MTTبنفش 

 يريگ نانومتر اندااه 530ها در نول موج  نمونه يجذم نور
 يبقـا  ين بـر رو يکـافئ  يتيس ـيمحاسبه اثـر توکس  يبرا .شد

مـار  يت يهـا  زان مـرگ سـلول  ي ـم يو بررس NB4 يها سلول
 :ر استفاده شدياا فرمول ا ،شده

 
 

      

       
 ها زان مرگ سلوليم)%(   9    

 
انگر ي ـ  بي ـبـه ترت  OD contو  OD expن فرمول، يدر ا    

مار نشده يت يها مار شده و سلوليت يها سلول يجذم نور
 .باشد يم( کنترل)

 : BrdUآامون 
ق ي ـاا نر NB4 يهـا  ر سـلول ي ـن بر تکثيکافئ ياثر مهار    
 DNAن در يديــوري يزان مشــارکت برمــو داکســيــن ميـي تع

ــلول ــا سـ ــتفاده اا NB4 يهـ ــا اسـ  BrdU-based cellبـ

proliferation ELISA kit  ــتورالعمل ک ــق دسـ ــنبـ ت يـ
 5000ها بـه تعـداد    به نور خلاصه، سلول. شد يريگ اندااه

ا عـدم  ي ـدر حضـور   ييتـا  31ت ي ـدر هر چاهـک درون پل 
 يساعت مانده به انتها 92. ن کشت داده شدنديحضور کافئ
ت ي ـکه در ک BrdUتر محلول يکروليم 90ون، يامان انکوباس

در ادامـه و بـا   . شـد هـا افـزوده    باشد، بـه سـلول   يموجود م
 DNAکس شده و يها ف ، سلول FixDenatاستفاده اا محلول 

که بـا   BrdUه يعل يباد يها با آنت سلول. گرديدها دناتوره  آن
سـاعت در   9باشـد، بـه مـدت     يه مگداا کنژويم پراکسيآنز
ــا ــا  يدم ــه شــده و در انته ــاق انکوب ــا يات ــان، ي  900ن ام

 90پس اا گذشـت  . دشافزوده  TMB بسترايتر سويکروليم
 ـاتـاق و آن هـم بـه منظـور پا     يقه در دمـا يدق ان دادن بـه  ي

 9ک يد سـولفور يداا، اا محلـول اس ـ يم پراکس ـيعملکرد آنز
جـاد شـده در هـر    يا زان رنگيدر انتها، م. مو ر استفاده شد

 در در نـول مـوج  ي ـزا رياده اا دستگاه ا ـا استفـک بـچاه
nm 950  كـافئين بـر    يمحاسبه اثـر مهـار   يبرا. شد خوانده
 اختزان کـاهش س ـ ي ـم يو بررس ـ NB4 يهـا  ر سـلول يتکث

DNA ر استفاده شدياا فرمول ا ،مار شدهيت يها سلول: 
 

 
      

       
 ريزان مهار تکثيم)%(   9    

 
انگر ي ـ  بي ـبـه ترت  OD contو  OD expن فرمـول،  يدر ا   

مار نشده يت يها مار شده و سلوليت يها سلول يجذم نور
 .باشد يم( کنترل)
 

 : 9گيري فعاليت آنزيم کاسااا  اندااه

 يهـا  آپوپتوا در سلول ين در القاياثر کافئ يابيارا يبرا    
NB4 بر اسـاس   9م کاسااا يت آنزيفعال يسنج ، روش رنگ

اسـاس  . انجام گرفـت ( سيگما)کارخانه ساانده دستورالعمل
كه در اثر  بودرنگي  گيري اساكتروفتومتريك آامايش، اندااه

 تحـت تـاثير  ( متصل به سوبسـترا ) pNAآااد شدن مولكول 
   99مار يپس اا ت. شود يـاد مـايج 9اا ـم کاسايـت آنزيـفعال
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 توالي آغازگرها :2جدول 
 

 (bp)اندازه ('3→'5)آغازگر معكوس  ('3→'5)آغازگر جلوبرنده  ژن
HPRT TGGACAGGACTGAACGTCTTG CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 999 

p21 CCTGTCACTGTCTTGTACCCT GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCT 990 
Bax CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG 292 

 
قـه  يدق 5به مـدت   g100 را با دور  NB4 يها ساعته، سلول

فوژ کـرده، رسـوم   يگـراد سـانتر   يدرجـه سـانت   9 يدر دما
بـه    g 20000را با دور  يزات سلوليو ل نمودهرا ليز  يسلول
، µL900 ييدر حجم نهـا . كرديمفوژ يسانتر قهيدق 90مدت 

بافر آامـايش   µL95 را با  ييع رويکروگرم اا مايم 5 دارقم
بــه   (Ac-DEVD-pNA)9کاســااا  ياا سوبســترا µL90 و 

گــراد انكوبــه  درجــه سـانتي  93ســاعت در دمـاي   2مـدت  
هـا   نمونـه  يامان مورد نظر، جذم نور يپس اا ن. نموديم

در قراوـت  ي ـزا ريتر با دستگاه ا نانوم 905را در نول موج 
 .  نموديم

 
 : cDNA اختو س RNAاستصراج 

مـورد مطالعـه، اا    يهـا  اا سـلول  RNAاسـتصراج   يبرا    
نبــــق ( وشرُ) TriPure Isolation Reagentمحلــــول 

بـا   NB4 يهـا  مار سلوليپس اا ت. دستورالعمل استفاده شد
هـا   سـلول  RNAساعت،  99ن و متعاق  گذشت امان يکافئ

بـا   يها بـا روش اسـاکتروفتومتر   ت آنياستصراج شده و کم
. شـد  يري ـگ انـدااه  ND-1000 نـانودرا   استفاده اا دستگاه

ــرا ــنش رونو  يب ــام واک ــيانج ــوس اا يس ــاژ)معک ( فرمنت
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit   اسـتفاده

تـر  يکروليم 20ن واکنش يانجام ا يحجم مورد نظر برا. شد
ــو محتو ــامل ـي ــافر µL9 ات آن ش اا  X 5 PCR  ،µL2 ب
dNTP  ، µL9  ،رانــدم هگزامــر µL9 مــار شــده بــا يآم ت
DEPC  ، µL9    مهــار کننــدهRNase (U/µL 20) ، µL9 

اا  µg 9 وM-MULV ( U/µL200 )اتاا معکوس يترانس کر
RNA مذکور  يمحتو. بودهر واکنش  يش به ااايمورد آاما

قه در يدق 5، گراد سانتي درجه 15 يقه در دمايدق 5به مدت 
 درجـه  92 يساعت در دمـا  9و گراد  سانتيدرجه  25 يدما

 ـانکوبـه شــدند و در نها گـراد   سـانتي   اختت، واکـنش س ــي
cDNA درجه 30 يدر دما يا قهيدق 5ون يبه واسطه انکوباس 

 يشـده در دمـا   هسـاخت  cDNA. رفتيان پـذ يپا گراد سانتي
 .شد ينگهدار گراد سانتي درجه -20
 

 : RQ-PCRبا  p21و  Baxهاي  گيري كمي بيان ژن اندااه
 Roter Gene 6000 در دسـتگاه  Real-time PCRآامـون      

Real Time PCR System ( كيـاژن )  کـرو  يم 20و در حجـم
 Maximaاا  µL90 هـر واکـنش،    يبـه ااا . تر انجام شـد يل

SYBR green master mix (افرمنتــا) ، µL2  اا محصــول
cDNA  ، µL5/0  ها آغااگرک اا ياا هر( nmol20 )و µL3  

مــورد  ييط دمـا يشـرا . اا نوکلئـاا اسـتفاده شـد    يآم عـار 
 35 يه در دمـا ي ـاول يسـاا  ک مرحلـه فعـال  ياستفاده شامل 

 ـثان 90به مدت  گراد سانتي درجه کل يس ـ 95ه و در ادامـه،  ي
 ـثان 5)ون يدناتوراســ يبـرا  و ( گــراد سـانتي  درجــه 35ه در ي

ــه ــگ مرحل ــواكستنشــن /آنيلين ــثان 20)م ات  درجــه 10ه دري
ر ي ـت محصـول تکث ياختصاص يبررس يبرا. دبو( داگر سانتي

 يدر انتها بـرا . گرفت قرار يذوم مورد بررس يشده، منحن
ر شده اا فرمول يتکث mRNAداد نسصه ـتع يـه نسبـمحاسب

–ct 2 (9جدول )استفاده شد . 
 

 :آناليز آماري
اسـتفاده   SPSS 91 اا يآمـار  هـاي  هام مطالعـانج يراـب    
مـار شـده بـا    يکنترل و ت يها ن گروهيب ياختلاف آمار. شد

ر بـه  يمقـاد  .شـد  يبررس Paired Student’s t-testاستفاده اا 
معنادار در نظر گرفتـه   ياا نظر آمار >p 05/0 دست آمده با

 .شد
 

 ها يافته
هـاي رده   بررسي ميزان سيتوتوکسيسيتي کـافئين بـر سـلول   

NB4 : 

  يها در حضور غلظت NB4 يت رده سلولـس اا کشـپ    
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 ـ ياـزان بق ــيمن، ـف كافئيـمصتل ت بررسـي  ـجه ـ يـسلول
 روا بـا اسـتفاده اا    9نـي  به صـورت رواانـه   تاثير كافئين 

نتايج به دست آمـده  . قرار گرفت يمورد بررس MTTوش ر
را  NB4 ين رشـد سـلوها  ينشان داد که کافئMTT اا روش 

 همـان . دهـد  يبه صورت وابسته به دوا و امـان کـاهش م ـ  

ــودار   ــه در نم ــور ک ــت، دوا   9ن ــده اس ــان داده ش  9نش
هـا نـداردد در    سلول يبر بقا ير چندانيمو ر كافئين تاث يليم

 يموج  عدم رشـد و القـا   يثرؤن به نور ميکه کافئي حال
( ساعت 32در ) IC50 مو ر يليم 9با  NB4 يها مرگ سلول

 .(9نمودار )شود يم
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 21و  44، 14 يمختلف كافئين برا يبا دوزها NB4 يها سلول.  NB4 يها ن در سلوليتوسط کافئ يمهار رشد و مر  سلولي القا: 2نمودار
 گونه که در همان(. n=  ،mean ± SD 3)شد يبررس MTTبا روش  ياان مر  سلوليمار شدند و ميت% FBS 21 يط کشت حاويساعت در مح

 .شود مي  NB4يها سلول يمهار رشد و مر  سلول يهم به طور وابسته به دوز و هم وابسته به زمان سبب القا نيکافئ ،شود يمشاهده م شكل
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ساعت در  21و  44، 14 يمختلف كافئين برا يبا دوزها NB4 يها سلول. NB4 يها ن در سلوليتوسط کافئ DNA ساختكاهش مياان : 1نمودار 
 شكل گونه که در همان(. n=  ،mean ± SD 3)شد يبررس BrdUبا روش  DNA اختمار شدند و مياان سيت% FBS 21 يط کشت حاويمح

 .باشد يم  NB4يها سلولدر  DNA اختكاهش مياان سقادر به هم به طور وابسته به دوز و هم وابسته به زمان  نيکافئ ،شود يمشاهده م
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هـاي   توسـط کـافئين در سـلول    DNA اختكاهش ميزان س
NB4 : 

و  ريــتکث ين بــر رويکــافئ ين اثربصشــيــيتعبــه منظــور     
انجـام   BrdUآامـون  ،  NB4 يرده سـلول در  DNA اختس

و  99 ،29 يهـا  وابسته به دوا در امان يها يبررس ين. شد
هم به نور وابسته بـه   نيکافئد که يساعت مشص  گرد 32

 ريــتکثقــادر بــه مهــار   دوا و هــم وابســته بــه امــان    
 2 نمـودار  گونـه کـه در   همـان  .باشـد  يم ـ  NB4يها سلول

در  يچ گونه اثـر يكافئين ه mM 9غلظت  ،شود يمشاهده م
کـه در   يدر حـال  ،هـا نـدارد   سـلول  DNAزان سنتز يم مهار

ذکـر   يهـا  هـا در امـان   سلول ريتکثت ي، فعالmM2 غلظت 
بــا . افــتيکــاهش % 30و  %39،  %93  بـه  يــشـده بــه ترت 

ر و مهار يش غلظت كافئين مشص  شد که کاهش تکثيافزا
شتر اا غلظـت  يميلي مو ر ب 9 يها در غلظت DNA اختس
ر يــزان تکثيــکــه م يا مــو ر بــوده اســتد بــه گونــه ميلــي 2

 يساعت با دواهـا  32مار شده به مدت يت NB4 يها سلول
 به توجه با .(2نمودار )دا کرديکاهش پ %59مو ر به  ميلي 9
 هـا  سـلول  چـه  هر که برد يپ نکته نيا توان به يج مينتان يا

 باشـند،  گرفتـه  قرار نيکافئ با ماريت تحت يتر ينو ن امان
 بـا تر  يدواهـا  در نيچن هم .شود يم کمتر رشدشان زانيم

صورت  يشتريب زانيم به و عتريسر يسلول رشد اا ممانعت
 .رديگ يم
 

هـاي   در اثـر تيمـار سـلول    p21و  Baxهاي  افزايش بيان ژن
NB4 با کافئين: 

در آپوپتـوا   يدي ـن کليک پروتئيبه عنوان  Baxن يپروتئ    
آپوپتـوا   ير داخل ـيالقا شده توسط عوامل مصتلـف در مس ـ 

ــا يــن اا نرين پــروتئيــا. کنــد يعمــل مــ ق بــر همکــنش ب
 يريذش نفوذپ ـيموج  افزا يتوکندريم يغشا يها نيپروتئ
 يتوکنـدر ياا م Cتوکروم يو آااد شدن س يتوکندريم يغشا

. (3)شـود  يت آپوپتـوا م ـ ي ـو فعال شدن کاساااها و در نها
و  يکننـده چرخـه سـلول    ميک تنظ ـي ـبه عنوان  p21 نيپروتئ
زان ي ـم يبررس ـ يبرا. (90)باشد يل در آپوپتوا مطرح ميدخ
 mRNA انيزان بي، م p21و  Bax يها ان ژنين بر بير کافئيتاث

 يابي ـمـورد ارا  Real-Time PCRن دو ژن توسـط روش  يا 
مـو ر   يل ـيم 9هـا بـا دوا    ن منظور، سـلول يبد. قرار گرفت

سـاعت انکوبـه شـدند و     99 يط کشت بـرا ين در محيکافئ
اسـصراج   يسـلول  RNAهـا برداشـت شـده و     ساس سـلول 

نشـان داده شـده اسـت،     9 نور که در نمودار همان. ديگرد
و  Baxژن  mRNAان ي ـزان بيم ين به مقدار قابل توجهيکافئ
p21 ش داديرا افزا. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

پس از .  p21و  Bax يها ان ژنياان بين بر مير کافئيتاث: 3نمودار 
ساعت،  44 ين برايمولار کافئ يميل 4با دوز  NB4 يها مار سلوليت

RNA يان نسبياان بيد و ميها استخراج گرد از سلول mRNA  هر
، =n 3)محاسبه شد GAPDHبا ژن  يساز ها پس از نرمال کدا  از ژن

mean ± SD) .طور که در نمودار نشان داده شده است،  همان
را  p21و  Baxژن  mRNAان ياان بيم ين به مقدار قابل توجهيکافئ
 .ش داديافاا
 

 : NB4هاي  توسط کافئين در سلول 9افزايش فعاليت کاسااا
هسته مرکزي تشکيلات تصصصي آپوپتوا، يک سيسـتم      

اي اا پروتئااها به نـام کاسـاااها    پروتئوليتيک شامل خانواده
اسـت   ي، کاسـااا مهم ـ ٩-ان کاساااين ميدر ا. (99)باشد مي

، 99)دارد يآپوپتـوا سـلول   ييدر فاا اجرا يورمح يکه نقش
آپوپتـوا در رده   يالقـا  ن بـر ياثـر کـافئ   يجهت بررس. (92
، فعاليـت  9-م کاسـااا يت آنـز ي ـق فعالي ـاا نر NB4 يسلول

ها  سلولبدين منظور، . گيري شد آنزيماتيك اين آنزيم اندااه
مـار  يساعت ت 32مورد نظر اا كافئين به مدت  يها با غلظت
 يريگ با اندااه 9-م کاسااايت آنزير در فعالييزان تغيشده و م
سـاعت اا   32 ين. شد يريگ آااد شده اندااه p-NAغلظت 

ن به صورت وابسـته بـه دوا و   يها، کافئ سلول يكافئين ماريت
فعال  يمو ر موج  القا يليم 9و  2 ي  در دواهايبه ترت

گردد د اين  يم% 92/9و  %12/9زان يم کاسااا به ميشدن آنز
 در  يريگونه تاث چيمو ر ه يليم 9ه دوا ـت کـاس يـدر حال
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نـدارد   NB4 يهـا  در سـلول  9-م کاسـااا يت آنزيفعال يالقا
 (.9نمودار )
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يها سلولن در يتوسط کافئ 3ت کاسپاز يش فعاليافاا: 4نمودار 
NB4 .ر يياان تغيمار شده و مين تيساعت با کافئ 21ها به مدت  سلول

مار، يساعت از ت 21 يط. شد يريگ اندازه 3-م کاسپازيت آنايدر فعال
فعال شدن  يب موجب القاين به ترتيمولار کافئ يليم 4و  1 يدوزها

 .گردد يم%  41/3و  %11/2اان يبه م 3م کاسپاز يآنا
 

 بحث
 يدي ـکل جـز   کي ن بوده ويپور يدهايآلکالوو اا نيکافئ    
 قهـوه  و يچـا  ژهي ـو بـه  مـردم  اا ياريبس ـ يها يدنينوش اا

 بـوده و  خـا،  يکيولوژيزيف خوا، يدارا اين ماده. است
 به ،هومورال و يعصب ستميس بر آن يکيتحر اثرات علت به

 يراًخا. است شده شناخته كاملًا ضد خوام عامل کي عنوان
ــ ــاي همطالع ــافئين    ه ــه ك انجــام شــده نشــان داده اســت ک
ــرات داراي ــرنان  اث ــد س ــي ض ــال   اب م ــن ح ــا اي ــدد ب ش
 ـايـن آلکالوو  ضـد سـرنان   اثـرات  سميمکان بـه   د پـوريني ي
اي مشص  شـده   ني مطالعه.  (9)معرفي نشده است يخوب

 شيباعـ  افـزا   يا ملاحظـه  زان قابـل يم به نياست كه کافئ
ســرناني  يهــا در ســلول اليتوکنــدريم  يآســ و آپوپتــوا

مهاركننده ) PD184352مار شده با يت U937وHL-60 يها رده
 هم. (99)شود يم (توژنيفعال شونده توسط م ناايک نيپروتئ
 ATM3 ن موج  مهـار يکافئ که است شده داده نشان نيچن

 يريشـگ يپ بروا سرنان اا شده و ATR ينااهايک تيو فعال
مـرتبط بـا    هـاي  هاا جمله ساير مطالع ـ. (9، 95، 91)کند يم

 تيحساس ـ شيتـوان بـه افـزا    كافئين مي ضد سرنان اثرات
نسـبت بـه    Hella هـاي رده  سلول و موش نيجن يها سلول
ــار اشــعه، ــو اا يســرنان پوســت ناشــ مه  در UVB يپرت
 عوامـل  اا يبرخ ـ بـه  ها سلول تيحساس شيافزا و ها موش

در ايـن مطالعـه و بـا     .(9، 93-93)كرداشاره  يدرمان يميش
 MTT اســتفاده اا روش بــا  يســلول يزان بقــايــم يبررســ

را بـه صـورت    NB4 ين رشد سلوهايمشص  شد که کافئ
 ين ـچنـين،   هـم . دهـد  يوابسته به دوا و امان کـاهش م ـ 

 32و  99 ،29 يهــا وابســته بــه دوا در امــان يهــا يبررســ
هم به نور وابسته به دوا  نيکافئد که يساعت مشص  گرد
  NB4يهـا  سـلول  ري ـتکثقادر به مهار و هم وابسته به امان 

 بـه  نيکـافئ  ضد سـرنان  اثرات سميكه مکان با اين .باشد يم
اثـرات ايـن مـاده     بـه  تـوان  يم ـ ست، امـا ينخوبي مشص  

اشـاره   يمنيستم ايس ايوژنز و ي، آپوپتوا، آنژير سلوليتکث بر
کـه   دهـد  يم نشان ها در اين خصو،، گزارش(. 9)داشت 
ــا  غلظــت ــه نيکــافئ يب ــا ميمســتق نــور ب  يموجــ  الق
 ياا اعضـا  يکي Bax ژن. (20-22)گردد يم يسلول آپوپتوا

ــانواده ــت  BCL-2ژن  خ ــزا اس ــ  اف ــه باع ــوا شيک  آپوپت
ک کمــالکس يــ Bcl-2 شــده شــناخته پــروتئين. دگــرد يمــ

دهـد   يل ميتشک سلول داخل در Bax نيپروتئ مر بايهترودا
 اي ـ و القـا  آپوپتـوا  اي ـآ که نيا در Bax به BCL-2 نسبت و

  .(29، 29)باشد كننده مي شود، بسيار تعيين مهار
 ،اسـت  p53هـدف   يهـا  ژن اا يک ـيكـه   Bax نيپروتئ     
رهـا   ،يتوکنـدر يم در اخلال قينر اا را يسلول مرگ کنترل
و در نهايـت فعـال شـدن     يتوکنـدر ياا م c توکروميس شدن

ضـد   اثر سميمکان يبررس يبرا .(25)دهد يانجام م 9کاسااا 
، فعاليت آنزيم کاسااا  NB4هاي  عليه سلول نيکافئ سرناني

 يابي ـمورد ارا p21 و Bax يها ان ژنيچنين تغيير ب و هم 9
نتايج به دست آمده اا اين تحقيق نشان داد كـه  . قرار گرفت

فعـال شـدن   ي ن به صورت وابسته به دوا موج  القايکافئ
ــز ــااا يآن ــزا 9م کاس ــش بيو اف  p21و  Baxژن  mRNAان ي
 گــزارش همکــاران و دوبــرا در همــين راســتا،. گــردد مــي
هاي رده  سلول تيش حساسيموج  افزا نيکافئ که اند کرده

H358 (ه انسـان ير سرنان کوچک ريسلول غ ) آپوپتـوا   بـه
 به داخل  Baxن يروتئــپ الـق انتقــاا نري p53ه ـه بـوابست

 . شود يم يتوکندريم
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 گيري نتيجه
ن يدهـد کـه کـافئ    ين مطالعه نشان ميج ايمجمو ، نتادر     

 يلوسـم  يهـا  آپوپتوا در سـلول  ير و القايتکثمهار  موج 
هـاي   سـم يشودد اا جملـه مکان  يم NB4ک حاد يتيلوسيپروم
 شيتوان به افزا ن مييوا توسط کافئـاد آپوپتـجيل در اـدخي
 

چنـين فعـال شـدن آنـزيم      و هـم  p21و   Baxيهـا  ان ژنيب
با توجه به نتايج حاصل اا اين تحقيـق  . اشاره كرد 9کاسااا 

ن بـه عنـوان   يگيري كرد كه مصرف کافئ جهيتوان چنين نت مي
مـرگ   يد در القـا ي ـک عامـل مف يتواند  يم يدر چا يا ماده

 .ک حاد عمل کنديتيلوسيپروم يلوسم يها سلولي در سلول
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Abstract 
Background and Objectives 

Prevention, control and treatment of cancer using natural materials currently have been 

considered as the promising strategy. In this regard, caffeine as a purine alkaloid found in 

various plants, including coffee, cocoa, cola and tea has recently attracted great interest 

because of its remarkable multifunctional inhibitory effects on cancers such as leukemia. 

Regarding the anti-cancer effects of caffeine, we sought to investigate the effectiveness of this 

methylxanthine alkaloid against NB4 acute promyelocytic leukemia cells. 
 

Materials and Methods 

In order to examine the effects of caffeine in APL, NB4 cells were cultured in the presence of 

different concentrations of caffeine; subsequently, MTT, Caspase 3 activity assay, BrdU cell 

proliferation assay and quantitative real-time PCR were performed to assess the effect of 

caffeine on cell viability and the possible mechanisms of inducing cell death. 

 

Results 

Evaluation of DNA synthesis and cell survival using BrdU and MTT methods indicated that 

caffeine reduces proliferation and survival of NB4 cells in a dose and time dependent manner. 

The results of this study showed that elevation in the dose of caffeine induces caspase-3 

activation and increases Bax and p21 gene mRNA expression levels. 

 

Conclusions 

Overall, our data illustrate that caffeine inhibits cell proliferation and induces apoptosis in 

acute promyelocytic leukemia NB4 cells. Thus, it can be concluded that caffeine as a substance 

in tea may be a useful agent for induction of cell death in malignant cells of patients with acute 

promyelocytic leukemia.
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