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  mRNAدر سطح  Baxبه  Bcl-2بيان 
 

 1زاده ، اردشير قوام5، بهرام چهاردولي4، مهرداد نوروزنيا1، كامران علي مقدم2، سعيد آبرون9شهربانو رستمي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

نشان داده شدده   مختلف يها از سرطان يا ف گستردهيط يرو (As2O3)دياکسا يک تريآرسن ياثرات ضد سرطان
ک يآرسدن . باشدد  يمد  ک حداد يتيلوسيپروم يماران مبتلا به لوسميدر ب ،کيآرسن يدرمان يآين کاريشتريب. است
در مطالعده حاضدر بده من دور درت بهتدر      . کندد  يعمل م يسرطان يها با راه انداختن آپوپتوز در سلول عمدتاً
، Bcl-2و  Bax يها ژنان يب يد بر روياکسا يک تريآرسن ري، تاثAs2O3آپوپتوز توسط  يالقا يسم مولکوليمکان
  .شدند يبررس p53و  آپوپتوز ياصل يها کننده ميتن 

 ها روش مواد و
 يهدا  سدلول مهار رشدد   يبر رو As2O3اثر  يبررس يبرا MTT يرنگ سنج آزمايشي، ده تجربددر يك مطالع

HL-60 زان يم. استفاده شدmRNA يها ژن Bax  ،Bcl-2  وp53  به روشReal-time PCR از. شدد  يريگ اندازه 
 .اطلاعات استفاده شد تجزيه و تحليل يبرا SPSS 91 افزار و نرم t-student، ANOVA يآمار آزمايش

 ها يافته
As2O3 يها رشد سلول ،ساعت به صورت وابسته به دوز 24 يدر ط HL-60 غل ت  از .کند يرا مهار م µM4 ، 

چ يهد . دسدت آمدد  ه ب µM 96حدود  IC50مشاهده شد و مقدار  يسلول يدر بقا%( 19 ±% 1)يکاهش معنادار
 Baxانيزان بيکه م ينشان داد در حال Real-time PCRج ينتا. نشد ييشناسا HL-60در سلول  P53 از ژن يانيب

mRNA يها در سلول HL-60 نسبت  ،ر نکردييتغ يمار شده به صورت معناداريتBcl-2/Bax  به صورت معنادار
 .افتيوابسته به دوز کاهش  و
 ينتيجه گير 

As2O3 ق کداهش نسدبت   يد آپوپتوز و از طري خود را با القا يت ضد توموريفعال از يبخشBcl-2/Bax  در رده
ن لازم يشتر در سطح پدروت  يب يج بررسين نتايد اييتا يبرا .کند ياعمال م ، P53ان ژن يفاقد ب ، HL-60 يسلول
 .  است

 bcl-2ها،  ، ژن Bax پروت ين اكسايد، آرسنيك تري :ات كليديكلم
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  مقدمه 
از  کيآرسن يبات حاويترکدر معرض  مزمنقرار گرفتن     
قـرار گـرفتن در    ايو  يپزشک، يدنيآب آشام يگآلود قيطر

 از هـا  سرطانانواع  ش خطر ابتلا بهيافزابا  ،يا حرفه معرض
سـت  خونسـاز در   يه، مثانه، کبـد و س يکل ه،ير پوست، جمله
 يحـاو  بـات ياسـت کـه ترک   توجـه  جالب(. 2)است ارتباط
 هــ  در ،صــدها ســال در درمــان ســرطان يبــرا ،کيآرســن

ــ يکشــورها ــيچ يســنت هــ  در طــب و يغرب  اســتداده ين
ج ينتـا  توجـه بـه   ر بـا ي ـاخ يهـا  در سـال (. 2، 2)شـدند  يم

ــمگ ــان ب  يريچش ــه از درم ــم  يک ــه لوس ــتلا ب ــاران مب  يم
تـازه   عود کرده، مقاوم به درمـان و  (APL)حاد يتيلوسيپروم
( As2O3)ايداکس ـ يک تـر يآرسـن  ص داده شده توسـ  يتشخ

مورد توجـه قـرار    ن دارو مجدداًياستداده از ا ،هگزارش شد
ح علت يتوض يبرا يمختلد يها س يمکان. (3-1)گرفته است

حـاد در   يتيلوس ـيپروم يلوسـم  يها سلول يت بالايحساس
. ان شده اسـت يموجودات زنده ب و يشگاهيآزما يها  يمح

در  PML/RARA يژن الحـاق  از جمله گزارش شده وجـود 
 يکـه دارا  NB4 يرده سـلول  طور در نيو هم APLماران يب
ش ين افـزا ياز علل ا يکي ،است يکروموزوم ييجا هن جابيا

ن يب ـ يطـور ارتبـاط معکوس ـ   نيهم. (6)باشد ميت يحساس
ک يت بـه آرسـن  يو حساس ـ يسـلول  (GSH)گلوتاتيونزان يم

-HLدر سـلول   GSH يزان بـالا يکه م يوجود دارد به طور

ن ي ـت کمتـر ا يبه عنوان علت حساس ـ،  NB-4نسبت به  60
 يهـا   يدر مح ـ (.7)تشـده اس ـ  بيـان ک يها به آرسـن  سلول
 يبـرا  يادي ـز يهـا  مطالعـه  ،و موجودات زنده يشگاهيآزما
و  يخـون  يهـا  يمير بدخيسا ين دارو بر روير ايتاث يبررس
ک قـادر بـه   يآرسـن . جامد انجام شده است يتومورها يحت
 ياز جمله آپوپتوز، نکروز و اتوفاژ يانواع مرگ سلول يالقا
به مراتب  ييها چه غلظت ها بوده است اگر يمين بدخيدر ا

ر از ي ـغ يدر مـوارد  ،ينيبالبالاتر از دوز قابل تحمل از نظر 
APL ژنيفعال اکس يها گونه. (2، 2، 8)لازم است(ROS)  که

منجـر بـه فعـال شـدن      ،دنشـو  يم ـ دي ـتول As2O3واسطه ه ب
ــوز يرهايمســ ــواع ســلول يپروآپوپت ــا در ان ــور يه  يتوم
ک بـا  يآرسن ،کسيسرطان سرو يها سلولدر . (2)گردند مي
 p38 نباعث فعال شد ،نژيفعال اکس يها گونه شيافزا يالقا

MAPK و  JNKجـه آن فعـال شـدن    يشود کـه نت  يمBax  و

ر يآپوپتـوز از مس ـ  يت القـا ي ـو در نها Bcl-2له شدن يفسدر
 هــاي هطــور در مطالعــ نيهمــ. (0)باشــد يمــ ييايتوکنــدريم

ــ As2O3مختلــف نشــان داده شــده  ــه صــورت  يم ــد ب توان
 يمولکـول  يهـا  يناهنجار يکه دارا ييها سلول ،ياختصاص

ه يبا تجز As2O3از جمله . هستند را هدف قرار دهد يخاص
 ييجـا  هکه در اثر جاب AML1/MDS1/EVI1 يالحاقن يپروتئ

بـه صـورت    ،شـود  يجاد ميا t(3;21)(q26;q22) يکروموزوم
 را ين الحـاق ين پـروتئ ي ـکننـده ا  اني ـب يها سلول ياختصاص

 يباعـث القـا   As2O3 طـور  نيهم ـ. (29)دهد يم هدف قرار
ــ ــدن و تجز يتيکوئ يوبي ــه ش ــن ــازومي  BCR/ABL يه پروتئ
 .(22)شود يم

ر بـر  ي ـاخ يهـا  که در سـال  يعيوس هاي همطالع رغ  يعل    
سـ   يهنـوز مکان  ،انجام شـده As2O3 س  عملکرد يمکان يرو
مشـخص نشـده    يبـه خـوب   آن يتومور ق عملکرد ضديدق

 يو مولکـول  يسـلول  يبررس ـ ،ن مطالعـه ي ـهدف از ا. است
ه يعل بر As2O3 يت ضد تومورير در فعاليدرگ يها س يمکان

ان دو ژن ي ـرات بيي ـن منظور تغيبه ا. بود HL-60 يرده سلول
 طـور  نيو هم ـ Baxو  Bcl-2 يعنير در آپوپتوز يدرگ ياصل
 يرده سـلول . قـرار گرفـت   يمورد بررس p53ان ژن يزان بيم

HL-60 بـه عنـوان    ين رده سلوليچه ا را اگريانتخاب شد ز
شـود   يم ـ يحاد معرف يتيلوسيپروم يلوسم يک رده سلولي

و محصــول  t(15;17)يکرومــوزوم ييجــا هفاقــد جابــ يولــ
از  .باشـد  مـي  PML/RARA يژن الحـاق  يعنيآن  حاصل از

ــرخلاف رده ســلولي  كــه يــك رده ســلولي  NB4طرفــي ب
 PML/RARAلوسمي پروميلوسيتي حـاد داراي ژن الحـاقي   

فاقد بيان  HL-60باشد،  مي P53و همين طور داراي بيان ژن 
 (.22)است P53ژن 
 

 ها مواد و روش
به روش  HL-60 يها رشد سلول يبر رو As2O3اثر  يبررس
MTT : 

آمپـول   مختلـف از  يهـا  رقـت ، تجربـي  ن مطالعـه يدر ا    
As2O3 (نا دارويس )کشت يدر مح  RPMI فاقد FBS ه ي ـته
ــا ســلول. شــد  RPMI-1640در محــي  کشــت  HL-60 يه
کشـت   CO2گـاز  % 1و  ºC37  يدر دمـا  FBS% 29 يحـاو 

  ک دارو بهيتوتوکسيسارات يتاث يبه منظور بررس. داده شدند
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  1 * 293 يون حاويتر سوسپانسيکروليم MTT  ،299روش 
بـه هـر    ،رشـد بودنـد   يکـه در فـاز تصـاعد    ييها سلولاز 

سـاعت   25منتقل شـد، بعـد از    يا خانه 06ت يچاهک از پل
از  µM 32-2 يهــا بــه هــر چاهــک از رقــت ،ونيانکوباســ

 ييتاهر رقت به صورت سه )ديه شده اضافه گرديته يدارو
 (. رود يبه کار م

  کشت فاقد سلول بـود بـه   يمح يکه تنها حاو يچاهک    
 يهـا  تي ـدر اسـتداده شـد، پل  ير الايزاعنوان بلانک دستگاه 

 CO2 %1 و فشـار  ºC37  يآماده شده در انکوبـاتور بـا دمـا   
دوژ شـدند و  يها سـانتر  تيپل ساعت 25بعد از  .ندگرفت قرار
تـر  يکروليم 19 تـازه و   يتر مح ـيکروليم 299چاهک  به هر

  3ت به مـدت  يپل ،افزوده و پس از تکان دادن MTTمحلول 
دور  شد و پس از سانتريدوژت يسپس پل. ساعت انکوبه شد

تـر  يکروليم 299ت ي ـبـه رسـوب تـه پل    ،يـي ع رويختن ماير
DMSO در  هـا  چاهک يت جذب نورينها در. دياضافه گرد

برآورد درصـد  به منظور  .نانومتر قرائت شد 179طول موج 
ــده يهــا ســلول ــاز فرمــول ز ،زن ــکل و ر اســتداده شــدي ه ي
 :گرديدها سه بار تکرار  شيآزما

 =هاي زنده نسبت به سلول كنترل  درصد سلول
 

299 * 
 

 : cDNAو ساخت  DNase، تيمار با  RNAاستخراج 

از  کرومـول يم 29 و 21، 29 ، 1 يهـا  غلظت با ها سلول    
پـس   .داده شدند سانتيمتري کشت 21هاي  فلاسک در دارو
بـه   RNA استخراج يدوژ و برايسانتر ها ساعت سلول 25از 

 QIAzol تي ـاز ک استداده با RNAاستخراج  .کار برده شدند
 .شد انجام سازنده  شرکتدستورالعمل و بر اساس ( كياژن)

RNA   ياستخراج شده جهت حذف هرگونـه آلـودگ DNA 
 ،جاد اخـتلال کنـد  يا Real-time PCRتواند در مرحله  يم که

ت يدر نها. قرار گرفت (فرمنتاز) DNase يميآنز ماريتحت ت
RNA و شـده  يابيارز يديو ک يـر کمـاز نظ µg 2  ازRNA 
 يبــرا. مــورد اســتداده قــرار گرفــت cDNAســاخت  يبــرا

 OligodT آغـازگر و  cDNAت سـاخت  يک ، cDNAساخت 
به کار برده شرکت سازنده  دستورالعملبر اساس  ،(فرمنتاز)

 .شد

Real-time PCR : 
 و( بيوسيسـت  ) Step One Plus ن طرح از دسـتگاه يدر ا    

 يهـا  ژن اني ـزان بي ـم ين کمييتع يبرا SYBR Green روش
 HPRT  يزمـان ژن خانـه پـا    هـ  . اسـتداده شـد   مورد نظر

ــا) ــوان نيپوگزانتيه ــدور نيگ ــدراز ليبوزيفس ــرا (ترانس  يب
از . هـا مـورد اسـتداده قـرار گرفـت      ژن اني ـکردن ب نرماليزه

 اسـتداده شـد  آغازگرهـا   يطراح ـ يبـرا  AlleleID افـزار  نرم
 (. 2جدول )

 يهـا، منحن ـ  نمونه يبر رو Real-time PCRقبل از انجام     
با اسـتداده از   HPRTو  Bax  ،Bcl-2 يها ژن ياستاندارد برا

مار نشـده  يت HL-60 سلول cDNAکه از نمونه  يال رقتيسر
 . آمده بود رس  شد دسته ب

 29بـه مـدت    ºC 01 ک مرحلـه ي ـشـامل   ييچرخه دما    
 51و متعاقـب آن   Hot start  يآنـز  يسـاز  فعـال  يقه برايدق

 ـثان 21بـه مـدت    ºC 01 شـامل  ييچرخه دما بـه   ºC 69 ه،ي
 29در حجـ    PCR يهـا  واکـنش . قه انجام شـد يدق 2مدت 

 µL 29و  آغازگرهـا  µM 29از غلظت  µL 5 تر و بايکروليم
ساخته شـده از هـر نمونـه     cDNAاز  µL 1 و (X 2)کسيم

 .انجام شد
 يذوب بـرا  يدمـا  يمنحن ،يريتکث يها کليس يدر انتها    
ر ي ـبـودن و عـدم وجـود محصـول غ     ينان از اختصاصياطم

رات يي ـتغ يبررس يبراΔΔct از روش  .رس  شد ياختصاص
 .(23)ده شـد اسـتدا  Bcl-2و  Bax يهـا  ان ژنيزان بيم ينسب

و دو بـار بـه صـورت     ييها بـه صـورت دوتـا    همه واکنش
 .مستقل تکرار شد

 
 و طول قطعه تکثير شده آغازگرها يتوال :9 جدول

 

 سكانس آغازگر
 زساي
(bp) 

HPRT (F) TGGACAGGACTGAACGTCTTG 229 
HPRT (R) CCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTA 

Bcl-2 (F) GGGGAGGATTGTGGCCTTC 09 
Bcl-2 (R) CAGGGCGATGTTGTCCACC 

Bax-F GATGCGTCCACCAAGAAGC 261 
Bax-R CCAGTTGAAGTTGCCGTCAG 

P53 (F) AGACCTATGGAAACTACTTC 76 
P53 (R) GGACAGCATCAAATCATC 

 هاي تحت تيمار با دارو هاي حاوي سلول ميانگين جذب نوري چاهك  
 هاي بدون تيمار دارويي هاي حاوي سلول ميانگين جذب نوري چاهك  
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 :آماري تحليل و تجزيه
 ج و يل نتايه و تحليتجز يبرا Excel و 28SPSS افزار نرم    

ــرده شــد رســ  نمودارهــا  ــه کــار ب ــريمقا جهــت. ب  ســه اث
ــر رو As2O3 مختلــف يهــا غلظــت هــا از نظــر  ســلول يب
هـا نسـبت بـه     ان ژني ـزان بي ـر در مييرشد و تغ يبازدارندگ

از آزمـون  ،  As2O3  بـدون  يمار شـده بـا مح ـ  يت يها سلول
نظـر   در دارامعن >p 91/9 .شد استداده ANOVA و t يآمار
 .ه شدگرفت

 
 ها يافته

 هاي اثر مهارکننده رشد آرسنيک تري اکسايد بر روي سلول

HL-60 : 
بـا   HL-60 يهـا  سـلول  يبـر رو  As2O3 اثر مهـار رشـد      

ه شـد  ثبت نوري جذب. شد يبررس MTT روش از استداده
مختلـف دارو   يها ها در آن با غلظت سلول که ييها چاهک

 کنتـرل  يهـا  چاهـک  يبـا جـذب نـور    ،مار شـده بودنـد  يت
سـه  يمقا( افت نکرده بودنـد يدر ييدارو ماريچ تيها ه سلول)

 .(2نمودار )گرديد زنده محاسبه يها سلول شد و درصد
از  As2O3 ،نشان داده شـده  2که در نمودار  يطور همان    

ت ي ـباعـث کـاهش قابل   يمعنـادار به مقـدار  ،  µL5  غلظت
 يسـت يت زي ـن کاهش قابليا. (>p 91/9)ها شد سلول يستيز

غلظـت مـورد   . به صورت وابسته به دوز بود ،ساعت 25در 
  هـاي  سلول در يدـدرص 19د ـار رشـمه يراـدارو ب از ازين

HL-60  در حدود µL26 دست آمده ب. 
 

بـر روي   As2O3 مختلف هاي تاثيرغلظت و p53 بررسي بيان
 : Bcl-2و  Baxميزان بيان 

-HL مختلف يها ر غلظتيکه از تکث ياستاندارد يمنحن    

  ،رســ  شــده HPRT و Bax آغازگرهــايبــا اســتداده از  60
و  5/3در حـدود   کسـان و ي باًيتقر يب منحنيدهنده ش نشان
، هـر دو ژن بـود   يبـرا  درصـد  07در حـدود   PCR ييکارا
دسـت  ه ز بين Bcl-2 آغازگرهايبا استداده از  يجه مشابهينت

 يهـا  ژن ياختصاص ـ ري ـدهنـده تکث  نشان ،ذوب يمنحن. آمد
استداده شـده در مطالعـه    آغازگرهايمورد نظر با استداده از 

 .(2شكل )بود
     
 
 
 
 
 
 
 
 

-HLتري اكسايد بر روي بقاي رده سلولي  تاثير آرسنيك: 9نمودار  

هاي نشان داده  ساعت تحت تيمار با غل ت 24ها به مدت  سلول. 60
بررسي  MTTها به روش  شده از دارو قرار گرفتند و بقاي سلول

سه آزمايش مستقل آورده شده  ±SDنتايج به صورت ميانگين . شد
 .است

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي هدف  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي براي ژن HL-60رده سلولي  91به  9هاي  منحني استاندارد حاصل از تكثير رقت( الف: 9شكل 
Bax  وHPRT منحني ذوب محصول ( ، بPCR تكثير شده با آغازگرهاي مورد استفاده در اين مطالعه 
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 24پس از  Bcl-2و  Baxهاي  ژن mRNAكاهش بيان .  HL-60در رده سلولي  Bcl-2و  Baxهاي  ژن mRNAبر روي بيان  As2O3تاثير : 2نمودار 

 As2O3هاي نشان داده شده از  ساعت تيمار با غل ت
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 As2O3 µM 1 µM 29 µM 21 µM 29غلظت 

ميانگين درصد 
-Bclنسبت 

2/Bax  در
مقايسه با كنترل 

SD ± 

1 ± 82 6/2 ± 79 1/3 ± 52 5 ± 20 

 
هاي  بعد از تيمار با غل ت Baxبه  Bcl-2ژن  mRNA :1نمودار 

 ساعت 24پس از  As2O3مختلف 
 

 ـ Bcl-2مربـوط بـه ژن    mRNA انيب راتييتغ      دنبـال ه ب
کرومول يم 29و  21،  29،  1 يها ها به غلظت سلول ماريت

 چ يکه هيي ها ن ژن در سلوليان ايزان بينسبت به م ،دارواز 

 (.2نمودار )بررسي شد نداشتنديي دارو ماريت
ــب ،ودـشــ يمــ دهـه مشاهـــچنانچــ     ــ Bcl-2 ان ژنـي ه ـب

 کــاهش يزان معنــاداريــصــورت وابســته بــه دوز و بــه م
 Baxان ژن ي ـرات بيي ـتغ ن نموداريدر هم. >p) 91/9)افتي
ر قابـل  يي ـتغ ،کسـان ي يهـا  غلظت در .آورده شده است زين

 ييجـا   آن از .مشاهده نشـد  Baxان ژن يزان بيدر م يتوجه
رات هر کـدام  ييتغ ي، به جا Bcl-2-Baxواقع نسبت  در که
سرنوشـت سـلول در    کننـده  نيـي تع ،ييها به تنها ن ژنياز ا

ن دو ي ـرات اييل نسبت تغين دليبه هم، است پاسخ به دارو
آورده شـده   3 نمـودار  که در يطور همان. شد يبررسنيز 
کاهش  ،به صورت وابسته به دوز Bcl-2-Baxنسبت  ،است

 ياختلافـات  لـي ـدل به. >p) 91/9)دهد يرا نشان م يمعنادار
ــکــه در مــورد ب ـــول  p53ان ي وجــود دارد،  HL-60در سل

گونـه   چيه ـ و شد يبررسها  سلولبيــان ايـن ژن نيـز در 
 . نشد ييشناسا يسلول ن ردهيا در p53 ژن mRNA از يانيب
 

 بحث
 يلوسم يرده سلول يبر رو  As2O3 رين مطالعه تاثيا در    
ــيلوسيپروم ــ يـتـ ــ،  HL-60اد ـحـ ـــفاقـ ــا هـد جابـ  ييجـ

 ،ن مطالعـه ي ـج اينتـا  .شـد ، بررسـي   t(15;17) يکروموزوم
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 يهـا  در سـلول  يقادر به مهار رشد سلول As2O3 نشان داد
HL-60 درصـد  19 يزان غلظت مهـار يم. است(IC50 )ـ  ه ب
 µM26 سـاعت حـدود    25ن مطالعـه در  يآمده در ا دست

 As2O3 از يشـتر از غلظت ـ يب يل ـيخ ن مقداريا. محاسبه شد
 يسـلول  يهـا  رده(. 6)داردکاربرد  ينياست که در سطح بال

شـده   القـا  نسـبت بـه آپوپتـوز    يت متداوتيحساس يلوسم
 p53 .دهنـد  يد از خود نشـان م ـ ياکسا يک تريتوس  آرسن
 يشـده توسـ  انـواع داروهـا     در آپوپتوز القـا  ينقش مهم

ر يبـا کـاهش تـاث   ،  p53 ون دريدارد و موتاس يدرمان يميش
کـه بـا    يبه طور .(25)تهمراه اس يدرمان يميش يداروها

ت يحساس ـ ،يسـرطان ي ها سلول به p53 يانتقال نوع وحش
افتـه  يش يافـزا  يدرمـان  يميش ـ يهـا وها بـه دار  ن سلوليا

ژن  ينوع وحش يدارا يسلول يها در انواع رده .(21)است
p53 ، ان يزان بيش دادن ميد با افزاياکسا يک تريآرسنp53 ،

 کـه توسـ    يا در مطالعه(. 26)شود يآپوپتوز م يباعث القا
 ياثـرات درمــان  در p53نقــش  يو همکــارانش بـر رو  يـو 
 −/−p53 ن موشيجن يها بروبلاستيف ،ک انجام شديآرسن

ساعت  25کرومول به مدت يم 9-29 غلظتدر  +/+p53 و
 p53پ يبسته به ژنوت يمتداوت يپاسخ آپوپتوز. مار شدنديت

ــ ــب يکــه القــا يطــوره مشــاهده شــد ب در  3ان کاســپاز ي
ب بـه  يمرتب  با آس يان ژنيرات بييتغ و −/−p53 يها سلول
DNA يهـا  سـلول  در يسلول کليکننده س  يتنظ يها و ژن 

p53+/+  ــود ــب بــ ــدجو (. 27)غالــ ــارانش يــ و همکــ
 59معــادل ) μg/mL8  را تــا غلظــت  HL-60يهــا ســلول

مار کـرده و سـپس از   يساعت ت 25و به مدت ( کروموليم
بـر  . کردنـد  يبررس ـ 3نظر آپوپتوز و فعـال شـدن کاسـپاز    

 يبرا (LD50)متوس  دوز کشنده  ،ن مطالعهيج اياساس نتا
 يها سلول درصد و آمد دسته ب μg/mL 5/6ها  ن سلوليا

ش نشـان  يافـزا  بـه دوز مثبت به صورت وابسـته   3 کاسپاز
 (. 28)داد
 HL-60 يدر رده سـلول   p53بخـش عمـده ژن   چند هر    

 p53ان ي ـفاقـد ب  يک رده سـلول ي ـحذف شده و به عنـوان  
 ـ ،مطرح شده اسـت   توسـ   راًي ـکـه اخ  يا در مطالعـه  يول

ــت  ــر رو كلمن ــارانش ب ــاث يو همک ــب در As2O3 ريت ان ي
ــا ژن در  cyclin D1و p53 ، c-fos ،RARE  ،cyclin Aيه

در پاسـخ   p53ان ي ـش بيافزا ،انجام شد HL-60 يرده سلول

بـه  . (20، 29)گـزارش شـد   As2O3ها با  ن سلوليمار ايبه ت
در ســطح  p53ان ژن يــل در مطالعــه حاضــر بيــن دليهمــ

mRNA جـه  ينت. شد يبررسReal-time PCR    هماهنـ  بـا
و  كلمنـت  انجام شده و بر خلاف مطالعـه  هاي هاکثر مطالع

 يهـا  در سـلول   p53اني ـده عـدم ب ـدهن انـارانش نشـهمک
HL-60 بود. 

ــدف تع     ــا ه ــيب ــد ين مکاني ــار رش در  As2O3 يســ  مه
 ن مهـ  يان دو پـروتئ ي ـب يزان کم ـي ـم،  HL-60 يهـا  سلول
بـه    Baxو  Bcl-2آپوپتـوز   ييايتوکنـدر ير مير در مس ـيدرگ

. شد يبررس يمراز معکوس کميپل يا رهيروش واکنش زنج
کـه   ييهـا  از ژن ياديتعداد ز ر متقابليله تاثيوسه ب آپوپتوز

. شـود  ي  آپوپتوز هستند کنتـرل م ـ يتنظ اي کيتحر ولؤمس
  ياز تنظ ،غشا يري  ندوذپذيتنظ با،  Bcl-2 خانواده ياعضا
ن خانواده شـامل  يا(. 22)ن روند هستنديا ياصل يها کننده
ش يپ ـ يو اعضـا  Bcl-2  ،Bcl-Xl يآپوپتـوز  يآنت ـ ياعضا

در  عمومـاً   Bax(.22)باشند مي Badو  Baxمانند  يآپوپتوز
روند آپوپتوز فعـال شـده و    يدر ط، گرفته يتوزول جايس

زه  يگومريزه و اليمريهومودا ،يتوکندريم يخارج يدر غشا
دهـد کـه باعـث     يم ـ ليتشـک  غشا در ييها کانال .گردد مي
 هـا  کانـال  نيا. شود يم يتوکندريم يغشا جاد سوراخ دريا

  Cتوکروم يمانند س يآپوپتوز يفاکتورها و ها نيپروتئ يبرا
امکـان   ،انـد  ر افتادهيگ ميتوكندري يين غشايب يکه در فضا

ن ي ـجـه ا يدر نت. نـد نک يتوزول را فراه  م ـيآزاد شدن به س
ــوز ا ،يآزادســاز ــطر زآپوپت ــال شــدن کاســپازها ي  و ق فع
بـا   Bcl-Xl و Bcl-2. (29، 22)شـود  يفعال م ـها  آپوپتوزوم

آن را سرکوب  يآپوپتوز تيفعال Baxمر با يل هترودايتشک
ــ ــد يم ــبت   .کنن ــده نس ــزارش ش ــيدر تع Bax-Bcl-2گ ن ي

زان ياز م تر مه  ،يکات آپوپتوزيها به تحر ت سلوليحساس
ن ي ـدر ا. اسـت  ييها بـه تنهـا   نين پروتئيان هر کدام از ايب

ر يي ـتغ يزان معنـادار ي ـبـه م  Baxان يکه ب نيز با ايمطالعه ن
 ـ  ـب انـدازه  ينداشت ول بـه   Bcl-2/Baxو نسـبت   Bcl-2ان ي

 .افتيکاهش  As2O3مار با يبه دنبال ت يمعنادار اندازه
     p53ژن  يکننــده بالادســت  يبــه عنــوان تنظــBax  عمــل
ه پروموتـور ژن  ي ـبـه ناح  ،ن ژن سرکوبگر توموريا. کند يم

Bax ن ي ـون ايواس ـيباعث ترانس اکت ماًيمتصل شده و مستق
تنهـا بـا نـوع     Baxپروموتـور  . شـود  يم يش آپوپتوزيژن پ
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بـه   و شـود  يفعـال م ـ ،  p53 افتـه يون يو نه موتاس يوحش
تواند ارتباط  يم Baxان يو ب p53 انيزان بين ميل بين دليهم

در  Baxان ي ـش بين عدم افزايبنابرا. (23)وجود داشته باشد
 و  Baxان ين بين ارتباط بيل هميبه دلد يشا ين رده سلوليا

p53 باشد. 
 يلوسـم  يدر رده سـلول  ،ن مطالعـه ي ـج ايبر اساس نتـا     
 As2O3 ،اسـت  P53ان ژن يکه فاقد ب HL-60 حاد يديلوئيم

 يخـود را بـا القـا    يت ضد تومـور ياز فعال يبخشحداقل 
ــوز و از طر ــآپوپت ــبت ي ــاهش نس ــال  Bcl-2-Baxق ک اعم

هـا در   ن ژني ـان اي ـزان بي ـم يبر روحاضر مطالعه . کند يم

 يبرا يشتريب هاي هانجام شده است و مطالع mRNAسطح 
مربوطـه   يها نيان پروتئيزان بيم يبر رو ور داريتاث يبررس

در  As2O3آپوپتوز توس   يس  القاين مکانييتواند در تع يم
 . کننده باشد کمک،  p53ان يفاقد ب يسلول يها رده
 

 تشكروقدرداني

وند يو پ يقات خون، انکولوژيمرکز تحق از وسيله بدين    
 قـدرداني  طـرح  بودجـه  تـامين  خاطر به ياديبن يها سلول
 .گردد مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Arsenic trioxide (As2O3)  has been shown to have anti-cancer effects on a wide range of 

cancers. As2O3 has proved to be the most efficient in treatment of acute promyelocytic 

leukemia (APL) patients. It primarily acts by triggering apoptosis in cancer cells. To better 

understand the molecular mechanisms involved in As2O3-induced apoptosis, in the present 

study we examined the effects of As2O3 both on the expression of Bax and Bcl-2 (the major 

regulators of apoptosis), and p53 genes in HL-60 cell line. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, the MTT colorimetric assay was used to assess the growth-

inhibitory effect of As2O3 on HL-60 cells.  The mRNA levels of p53, Bax and Bcl-2 were 

analyzed by using Real-time PCR. Data were analyzed by using SPSS18, t-test and ANOVA 

tests  

 

Results 

As2O3 inhibits the growth of HL-60 cells in a dose dependent manner at 24h  Significant 

decrease (89% ± 3%) in cell viability was observed at 4μM and the IC50 value was about 16 

μM. In HL-60 cell, no expression of p53 was detected. Real-time PCR results showed while 

Bax mRNA expression was not significantly affected in As2O3 treated HL-60, the Bcl-2/Bax 

ratio expression level significantly decreased in a dose dependent manner.

 

Conclusions 

As2O3 exerts part of its antitumor effect by inducing apoptosis through decreasing Bcl-2/Bax

mRNA ratio in p53-null leukemic cell line HL-60. More research on the protein level is 

required for these results to be reinforced. 
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