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Abstract  
Aim and Background: The use of chemical drugs to treat liver cancer has many side effects. Therefore, the use 

of a drug that can affect the survival of cancer cells with fewer side effects is of great importance. The aim of the 

present study was to investigate the inhibitory effect of alpha-amanitin on HepG2 cells. 

Materials and Methods: In this study, HepG2 cells were cultured on amniotic membrane containing HUVEC 

and after treatment with alpha-amanitin, cell viability was assessed using MTT assay and apoptosis was 

assessed using flow cytometry. Malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) enzyme activity, total 

oxidant status (TOS) and total antioxidant capacity (TAC) were quantified using calorimetry. Tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) levels were assessed using immunocytochemistry (ICC). 

Results: The results of the MTT test showed that the treatment of HepG2-Amnion and HepG2-Amnion-

HUVEC cells with concentrations of 250 and 500 pg/ml of alpha-amanitin significantly reduced the viability of 

HepG2 cells. Also, the results of flow cytometry showed that the incidence of apoptosis in HepG2-Amnion-

HUVEC and HepG2-Amnion cells treated with alpha-amanitin significantly increased. The results of the 

biochemical test showed an increase in the levels of MDA, TOS and a decrease in the levels of SOD and TAC in 

both groups co-cultured with amnion and Amnion-HUVEC and treated with alpha-amanitin. The results of the 

ICC showed that the expression of TNF-α protein in both groups treated with alpha-amanitin significantly 

increased. 

Conclusion: Using amniotic membrane to culture HepG2 cells can result in a significant anticancer effect of 

alpha-amanitin on this type of cell. 
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 یغشاشده بر  کشت داده HepG2 یها آمانیتین بر تکثیر سلول-آلفا ریتأث یبررس

  HUVECسلول  یحاو یونیآمن

 2مهر انیکزهرا  ،*1یجعفر هیهان ،1یمختار یغزاله حاج

 .تهران، ایران ،وتحقیقات  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم ،یشناس ستیز وهگر -5

 .شمال، تهران، ایران تهراندانشگاه آزاد اسلامی، واحد  ،یستیز علوم ۀدانشکد ،یمیوشیب وهگر -2

 

  دهیچک

رو استفاده از  نیباشد. ازا یم یمتعدد یعوارض جانب یمنظور درمان سرطان کبد دارا به ییایمیش یاستفاده از داروها :و هدف سابقه

 ۀمطالعبرخوردار است.  هدف از  ییسزا هب تیگذار باشد از اهمریثأت یسرطان یها سلول یمان که با عوارض کمتر بتواند بر زنده ییدارو

  باشد. یم HepG2 یها سلول بر نیتیآمان-آلفا یمهار ریثأت یبررسحاضر، 

 با ماریانجام شد و پس از ت HUVEC یحاو ونیآمن ۀپرد یرو بر HepG2 یها سلولمطالعه، کشت  نیدر ا :هاو روش مواد

شد.  یبررس یتومتریفلوسا کیآپوپتوز با استفاده از تکن زانیم و MTTها با استفاده از تست  سلول یمان زنده ن،یتیآمان-آلفا

( و TOSکل ) یدانیکساُ تیوضع ،(SOD) سموتازید دیکسسوپراُ یمیآنز تیفعال زانی(، مMDA) دیهآلد ید مالون تیّکم نییتع

 با (TNF-α) تومور آلفا نکروز فاکتور زانیم یابیانجام شد. ارز یمتری( با استفاده از روش کالرTACکل ) یدانیکساُ یآنت تیظرف

  ( انجام شد.ICC) یمیتوشیمونوسیا کیتکن

 یها غلظت با HepG2-Amnion-HUVEC و HepG2-Amnion یها سلول ماریت که داد نشان MTT تست ایجنت :ها یافته

 جینتا نیهمچن. شد HepG2 یها سلول یمان زنده معنادارِ کاهش باعث نیتیآمان-آلفا یدارو تریل یلیبر م کوگرمیپ 944و  294

-آلفا با مارشدهیت HepG2-Amnion و HepG2-Amnion-HUVEC یها سلول در آپوپتوز بروزکه داد  نشان یتومتریفلوسا

 و SOD سطح کاهش و MDA، TOS زانیم شیافزا ییایمیوشیب آزمون جی. نتااست افتهی شیافزا یمعنادار طور هب نیتیآمان

TAC و ونیآمن با شده یشتکِهم گروه دو هر در را Amnion-HUVEC جینتا. داد نشان را نیتیآمان-آلفا با مارشدهیت و ICC 

 است.  داشته یمعنادار شیافزا نیتیآمان-آلفا با مارشدهیت گروه دو هر در TNF-α نیپروتئ انیب زانیم  که داد نشان

-توجه آلفا قابل یضدسرطان ریثأتواند سبب ت یم HepG2 یها کشت سلول یبرا یونیآمن یاستفاده از غشا :یریگ جهینت

  ها شود. نوع سلول نیبر ا نیتیآمان

 . TNF-α، HepG2آپوپتوز،  ون،یآمن ۀسرطان کبد، پرد ن،یتیآمان-آلفا :یدیکل ناگواژ
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 مقدمه -1
 ینیبال دیمورد جد ونیلیم 8/4 هر سال حدود 

شود. براساس  یداده م صیسرطان کبد تشخ

بهداشت، تنها در  یسازمان جهان ینظارت یها گزارش

در  یماریب نینفر از ا 834584حدود  2424 سال

نظر  سراسر جهان جان خود را از دست دادند و به

. در (5) است شیرقم روزانه درحال افزا نیرسد ا یم

 یها سلول نومیمختلف سرطان کبد، کارس انواع انیم

درصد  89 باًینوع است و تقر نیتر عیشا (HCC) 5یکبد

و اغلب در  دهد یم لیکبد را تشک یۀاولموارد سرطان 

 نی. ادهد یرخ م یمزمن کبد یها یماریافراد مبتلا به ب

از سرطان در  یناش ریوم علت مرگ نیو دوم نیتر عیشا

 .(2) است قایآفر یصحرا نوبو ج ییایآس یکشورها

 شامل مصرف مزمنِ HCC یبرا یعوامل خطر اصل

 یالکلریکبد چرب غ یماریب نیز و Cو  B تیالکل، هپات

 یبرا یمتعدد یها تلاش ر،یاخ یها در سال .(3) است

 یِدرمان یمیش یها با استفاده از روش HCC تیریمد

 نیروزیت یها مختلف صورت گرفته است که مهارکننده

 یبیترک یها و درمان یمونوتراپیهدفمند، ا نازیک

همچنین  .(1) ها هستند آن نیتر یضدسرطان از اصل

درمان  یبرا هیانتخاب اول ،یبرداشتن عضو با جراح

HCC تواند احتمال بروز متاستاز را  یم یجراح ؛است

از عوامل محدود کردن  یکیامر  نیدهد و هم شیافزا

با توجه  نیهمچن شود. یمحسوب م یدرمان روشِ نیا

، HCCدرمان  یموجود برا یداروها کمبه تعداد 

 یبراصددرصد را  تیموفقتواند  یمن یدرمان یمیش

به روش  ازیرو ن نی. ازادینما نیتضم HCC درمان

مقابله با سرطان  یتر برا خطرتر و سالم کم یِدرمان

HCC (6 و 9) شود یاحساس م. 

 ۀکنند سرکوب یِتومور طیزمحیرحاضر،  حالدر

 هیعل یمنیا جادیا یبرا یانداز چشمتواند  یم تومور

بر  2422در سال  Liaoتوسط  یپژوهش. باشندسرطان 

 ها، لیمانند نوتروف یذات یِمنیا یها سلول نقش یرو

 یها تیلنفوس و ماکروفاژها ،یعیطب ۀشندکُ یها سلول

T انجام شد.  کبد یتومور طِیزمحیدر ر کیتوتوکسیس

 ستمیتعامل س شدن موجب روشن یو یاه قیتحق جینتا

تومور و مقاومت  شرفتیدر پ افتهی و تومور توسعه یمنیا

                                                 
1
 Hepato Cellular Carcinoma 

 کی تواند یم یتومور طیزمحیر .دیگرد یدرمان

که در رشد و  باشد ییها میآنز یبرا یقو ۀکنند سرکوب

بر ضرورت  ها افتهی نیا .نقش دارند یسلول میتقس

 درمانبه  یابیدست یبرا یتومور یها طیزمحیر شناختِ

 .(7) دارند دیتأک و موفق قیدق

 چهارم کی از شیب در که ونیداسیاکس

 توسط ،است شده شناخته ییایمیش یها واکنش

 زیکاتال زنده یها سلول در یاختصاص یها میآنز

 است ریپذ واکنش اریبس مولکول کی ژنیاکس. شوند یم

 دیکسپراُ جمله از فعال ژنیاکس یها گونه دیتول با که

 و( HOCl) پوکلرویدهیاس(، H2O2) دروژنیه

(، OH)· لیدروکسیه کالیراد مانند) آزاد یها کالیراد

 یدیپیل یدهایکسپراُ و( O2-) دیکسسوپراُ ونیآن

 یها گونه نیابرساند.  بیآس زنده یهاسلول به تواند یم

 به یدائم ای موقت طور به توانند یم ژنیاکس ییِایمیش

. بزنند بیآس ها نیپروتئ و دهایپیل، کینوکلئ یدهایاس

 در یسلول یها ماکرومولکول نیا به ویداتیاکس بیآس

 8) دارد نقش سرطان جمله از یماریب نیچند شیدایپ

 .(5 و

 یشده براعامل خطر شناخته کیمزمن  التهاب

سرطان، متاستاز و مقاومت در برابر  شرفتیو پ جادیا

-TNF. فاکتور نکروز تومور آلفا )(54) درمان سرطان است

α )عنوان بار بهنیاول یو برااست  یالتهاب نیتوکایسا کی

که باعث نکروز شد  ییشناساضدتومور  نیتوکیسا کی

موجود  ۀواسط نیاز چند یکیفاکتور  نیا شود.یتومور م

مبتلا به  مارانیجامد و سرم ب یدر سطوح بالا در تومورها

 یکی .(55) متاستاز نقش دارد جادیسرطان است که در ا

 کی TNF-αنشان داده است که  ریشواهد اخ نیتراز مهم

 یمولکول وندیپ کی نیالتهاب است و بنابرا یِمرکز ۀواسط

 کندیها فراهم میمیبدخ ۀو توسع زمنالتهاب م نیب

(52) .TNF-α ًشود، اما  یم دیتوسط ماکروفاژها تول عمدتا

 یها توسط انواع سلول نشان داده است که ییاه همطالع

 دیتول زین هیصفرا و کل ۀسیتومور از جمله سرطان ک

 دینما یم لیشود و تهاجم تومور و متاستاز را تسه یم

در  TNF-α انیکه ب اند نشان دادهنیز  یات. مطالع(53)

HCC کبد است یعیطب بالاتر از بافتِ یتوجه طور قابل به 

 . (59 و 51)

جهت مقابله با  یهدفمند متفاوت یداروها

 دیشد یجانب اند که با عوارضِ شده دیسرطان کبد تول
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 ییایمیش با فرمولِ نیتیآمان-آلفاهستند.  همراه

C39H54N10O14S یسمّ اریبس یحلقو 5دیپپتاکتاُ کی 

 از Amanita به معروف یها قارچ از یجنس در که است

 و Amanita phalloides ،Amanita verna جمله

Amanita virosa یسلول تیّسم. شود یم افتی 

 مرازهایپلRNA مهار ۀجینت نیتیآمان در شده افتی

 mRNA سنتز از که است II مرازیپلRNA ژهیو به

 یتن درون یتجرب یاه همطالع .(56) کند یم یریجلوگ

(In-vivo و )یتن برون (In-vitro ) وIn-vivo  نشان

 یها تنها باعث نکروز سلول نه نیتیآمان-آلفاکه  دهد یم

 یِسلول بلکه ممکن است منجر به مرگ شود، یم یکبد

به  نیتیآمان-آلفاافزودن  ن،یبر ا آپوپتوز شود. علاوه

نکروز و آپوپتوز  جادیباعث ا شده کشت یکبد یها سلول

 یسلول دو نوع مرگ نیا یکیوژو علائم مورفول شود یم

پس از  ،حاضر پژوهشدر . (57) دهد یزمان رخ م هم

لولار آسِ ونیآمن ۀبا پرد  HepG2 یها سلول یشتکِ هم

 ،نیتیآمان-آلفابا  ماریو ت HUVEC یها سلول یحاو

 شد.  یبررس نیتیآمان-آلفا یضدسرطان خواص

  هاو روش مواد -2
 یها سلول ۀرد دیمطالعه پس از خر نیا رد

HUVEC  وHepG2 رانیا کیژنت ریاز مرکز ذخا، 

  FBS 10% یحاو RPMI 1640 طیها در مح سلول

در انکوباتور قرار  ریو جهت تکثشدند کشت داده 

انجام  بارکیها هر سه روز  سلول طیمح ضی. تعوگرفتند

 .دیگرد

 خانه 56 تیپل کفِ در HUVEC سلول 9444

 اجازه ها سلول به ساعت 21 مدت به و ندشد داده کشت

 لولارآسِ ونیآمن ۀپرد. بچسبند تیپل کف به تا شد داده

 1ابعاد  به تهران-لناسِیس شرکت ازشده  یداریخر

 قرار HUVEC یها لسلو یرو متر یلیم 1در  متر یلیم

 ۀپرد یروهر چاهک  در HepG2 سلول 9444. گرفت

 . شد داده کشت لولارآسِ ونیآمن

 ROCHE ساخت شرکت نیتیآمان-آلفا یدارو

PHARMA و شوووووود یداریووووووخر سیسوووووووئ 

 HepG2 یسرطان یها سلول در آن یِتیسیتوتوکسیس

-MTT ((3-[4,5بووووووا اسووووووتفاده از تسووووووت   

dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium 

                                                 
1
 Octapeptide 

bromide)) یهوواگووروه ،مطالعووه نیوودر ا شوود. یابیووارز 

-HepG2-Aminion ،نشوووووودهماریت HepG2 یِسوووووولول

HUVEC، HepG2-Amnion و  نیتیآموان -با آلفا مارشدهیت

HepG2-Amnion-HUVEC نیتیآموان -با آلفوا  ماریت تحت 

بووا  موواریهووا تحووت ت سوولول. قوورار گرفتنوود یموردبررسوو

 و pg/mL  544، pg/mL 294مختلووف یهووا غلظووت

pg/mL 944 (23) کشت داده شودند  نیتیآمان-آلفا .

 ۀپورد  یهوا بور رو   سولول  سواعت از کشوت   18بعد از 

 .آماده شد  MTTتست یها برا ، سلوللولارآسِ ونیآمن

 MTT محلول تریکرولیم 544تست،  نیانجام ا یبرا

بوه هور خانوه اضوافه      هیو از اسوتو  اول  54/5ت با رقّ

 یساعت در دما 1تا  3مدت  ها بهتی. سپس پلدیگرد
°
C37  .هوا   سولول  یویِ محلوول رو  سپسانکوبه شدند

DMSO تریکرولیم 544به هر خانه  و دیخارج گرد
2
 

 درانکوبوه شودند و    قوه یدق 59مودت   به واضافه شد 

با استفاده  nm 974 موج جذب در طول زانیم تینها

 نیبهتوور شوود. خوانووده یاز دسووتگاه اسووپکتروفتومتر

انتخاب  یبعد یها یابیارز یبرا نیتیآمان-غلظت آلفا

 موار یتحت ت یها آپوپتوز در سلول یِبررس جهت شد.

 گمایشوده از شورکت سو    یداریو خر نیکسو نِآ تیاز ک

 نیبوود .اسووتفاده شوود CAT NO:A2214-SIGMAبووا

مختلوف   یهوا  گوروه  ازهزار سلول  544منظور، ابتدا 

 بیووبووا ترکو  ختووهیر وبیووکروتیداخوول م ،یسوولول

Binding Buffer 1X  944به حجم  تیموجود در ک 

 9نمونه بوا   یحاو وبیکروتیرسانده شد. م تریکرولیم

. دیووگرد بیووترک Annexin V/FITC از تووریکرولیم

° یدر دما قهیدق 59مدت  سپس به
C1  یکیو در توار 

 ،ونیپووس از اتمووام زمووان انکوباسوو    .انکوبووه شوود 

 Binding Buffer از بوافر  تریل یلیم 5با  وبیکروتیم

1X  با دورrpm5944  وژیفیانترسو  قهیدق 9مدت  بهو 

 944و  ختوووهیدور ر یووویشووود. سوووپس محلوووول رو

ها اضافه  به نمونه  Binding Buffer 1X از تریکرولیم

PI تریکرولیم 3 ها به نمونه تیو در نها دیگرد
3
اضافه  

 یتومتریبوا اسوتفاده از دسوتگاه فلوسوا     سپسشد و 

calibur BD-Facs (USA)  دیووانجووام گرد خوووانش .

 زیو آنوال  Flow Jo افوزار  نموودار از نورم   میترسو  یبرا

 استفاده شد. Prism 5 افزار نرماز  یآمار

                                                 
2
 Dimethyl Sulfoxide 

3
 Propidium iodide 
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 یدیپیل ونیداسیکسپراُ زانیم یِابیارز جهت

MDA یسرطان یها ( در سلولدیهآلد دی )مالون 

HepG2 تیاز ک ماریت تحت Zellbio  آلمان استفاده

 دیکس)سوپراُ SOD میآنز تیفعال نیهمچن شد.

 TACو  کل( دانیکساُ تیوضع) TOS ،(سموتازید

 HepG2 یها سلول در کل( دانیاکس یآنت تیرفظ)

 یمتریکالر یمیسنجش آنز تیک کمک به شدهماریت

ZellBio GmbH ،Ulmشد.انجام  ، آلمان 

مختلف  یها گروهدر  TNF-α فاکتور زانیم

( ICC) یمیتوشیمونوسیا کیتکن استفاده از با یسلول

با  تیداخل پل یها ابتدا سلولشد.  یریگ اندازه

 شده و کسیف قهیدق 24مدت  به درصد 1 دیپارافرمالدئ

Pbsبا 
درصد  3/4 تونیتر داده شدند. شوو شست 5

 34مدت  بهها  سلول یکردن غشا ریمنظور نفوذپذ به

 Pbsشو با و شست دوبارهاضافه شده و ها  سلول به قهیدق

واکنش  یِسازمسدودمنظور  به ادامه. در انجام شد

 19مدت  یدرصد برا 54بز  سرمِ ،هیثانو یباد یآنت

از  بز سرمِ یِجداساز. پس از شدها اضافه  به نمونه قهیدق

 PBS( با544به  5شده ) قیرق ۀیاول یِباد ی، آنتها نمونه

 آن داخلساعت  21مدت  و به شده اضافهها  نمونه به

بار و هربار  1 تیپل ،ساعت 21پس از  .شدند گذاشته

شو داده شده، سپس و شست PBS با قهیدق 9 مدت به

 دیگردنمونه اضافه  به 94 به 5ت با رقّ هیثانو یِباد یآنت

°و در انکوباتور
C37 مدل( AriaTeb )ساعت و  5مدت  به

نمونه از انتقال  پس .شد داده قرار یکیدر تار قهیدق 34

ها  به آن آن، یشوو شست و کیاز انکوباتور به اتاق تار

 با ها نمونه قهیدق 24اضافه شد. پس از  DAPI رنگ

PBS یبردار . سپس عکسندشو داده شدو شست 

 .(59) انجام شد Olympus کروسکوپیفلورسنت با م

حاضر با  ۀدر مطالع یآمار یاه همحاسب یِتمام

 Prismافزار و نرم 24 ۀنسخ SPSSافزار استفاده از نرم

با و  (ANOVA)طرفه کی انسِیوار زیبا روش آنال 9 ۀنسخ

انجام شد و  Tukey‘s HSD post-hoc testیروش آمار

ها  تست شد.درنظر گرفته  ≥ p 49/4 یسطح معنادار

 صورتبه طلاعاتا نیهمچن انجام شد. تکراربار  3صورت  هب

mean ± standard deviation (SD) ند. شدداده  شینما 

 

                                                 
1
 Phosphate Buffer Saline 

 نتایج -3
یتفاوت معنو  چیداد که ه نشان MTTآزمون  جینتا

 HepG2 یهوا و سولول  HepG2دو گروه  یمانزنده نیب یدار

شده با ماریت زیو ن HUVECو  ونیآمن ۀشده بر پردکشت داده

 موار ی. ت(5)نمودار ندارد  وجود نیتیآمان pg/mL  544غلظت

-HepG2 و HepG2-Amnion-HUVEC یسولول  یهوا گروه

Amnion یهوا غلظت باpg/mL  294 وpg/mL  944  آلفوا-

سلول یمانزنده در (≥ p 49/4)باعث کاهش معنادار  نیتیآمان

-HepG2-Amnion یگروه سلول یمان. زندهشد HepG2 یها

HUVEC با غلظوت  مارشدهیتpg/mL  944  نیتیآموان -آلفوا 

شده ماریت یِبه گروه سلول نسبت (≥ p 49/4) یمعنادار طور هب

دسوت  بوه  جینتا براساس .افتیکاهش  pg/mL  294با غلظت

 یدو گوروه سولول   یپوژوهش بورا   نیو در ا IC50 زانیو آمده م

HepG2-Amnion-Amanitin  وHepG2-Amnion-

HUVEC-Amanitin بیووترتبووهpg/mL  3/236 و pg/mL 

 شد. محاسبه 5/257

 
-HepG2 ،HepG2 یهوواسوولول یِمووانزنووده یبررسوو   -5  نمووودار

Amnion-HUVEC ،Amanitin-Amnion-HepG2  و

HepG2-Amnion-HUVEC-Amanitin    بووووووا اسووووووتفاده از

 رمشووابهیغ حووروف و معنووادارریغمشووابه تفوواوت  حووروف). MTTتسووت 

 .(باشندیم ≥ p 49/4 معنادار تفاوت ۀدهندنشان

 

-HepG2، HepG2-Amnion یمختلووف سوولول یهوواگووروه

HUVEC، HepG2-Amnion-HUVEC-Amanitin  و

HepG2-Amnion-Amanitin زانیووم سوونجشمنظووور بووه 

قورار   یابیموردارز یتومتریفلوسا کیآپوپتوز با استفاده از تکن

 ،5 شووکلدر  Bو  A نمووودار. مطووابق بووا (5گرفتنوود )شووکل 

-HepG2و  HepG2 یسولول  یهاگروهبروز آپوپتوز در  زانیم

Amnion-HUVEC و تفواوت معنوادار    باشود یم زیناچ اریبس

(49/4 p ≤ب )است کوه  یدرحال نی. اشودینم دهیها دآن نی 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
30

 ]
 

                             5 / 14

http://ncmbjpiau.ir/article-1-1767-en.html


  NCMBJ, volume & issue, 15/59, July 2025-5141، تابستان95/59و شماره  مولکولی، دوره -های بیوتکنولوژی سلولی فصلنامه تازه
 Research Article-مقاله پژوهشی

 

 

40 

آپوپتووز در گوروه   یبالا زانیم 5شکل  در Dو  C یهانمودار

-HepG2و  HepG2-Amnion-HUVEC یسوووولول یهووووا

Amnion دهند کوه ینشان م را نیتیآمان-آلفا با ماریاز ت پس 

( را ≥ p 49/4تفاوت معنوادار )  مارنشدهیت یهابه گروه نسبت

 (.2دهند )نمودار ینشان م

 

آپوپتوزشده با استفاده از روش  یهادرصد سلول -5 کلش

گروه  HepG2، (B ۀنشدماریت یهاگروه سلول A). یتومتریفلوسا

گروه  HepG2-Amnion-HUVEC، (C ۀنشدماریت یهاسلول

گروه  HepG2-Amnion-Amanitin، (D ۀشدماریت یهاسلول

-HepG2-Amnion-HUVEC ۀشدماریت یهاسلول

Amanitin .:Q1 ک،ینکروت یهاسلول ۀدهندنشان :Q2 نشان

 یهاسلول ۀدهندنشان Q3: ،یریخأت کیآپوپتوت یهاسلول ۀدهند

 باشد.یزنده م یهاسلول ۀدهندنشان Q4:و  هیاول کیآپوپتوت

و  یریخأت ه،یبروز آپوپتوز اول زانیم 2نمودار  در

-آلفاشده با ماریت نینشده و همچنماریت یهادر سلول یکل

توان یم 2 نمودار اساسبر. شده است دادهنشان  نیتیآمان

بروز  زانیم( ≥ p 49/4) یدارامعن طور همشاهده کرد که ب

 یهاسلولگروه  دوو تام در در  یریخأت ه،یآپوپتوز اول

و  HepG2-Amnion-HUVEC) نیتیآمان-شده با آلفاماریت

HepG2-Amnionباشدیمنشده ماریت یهااز سلول شتری( ب 

 یهالولسآپوپتوز دو گروه  زانیم در یدارامعن و تفاوت

 شود.ینمنشده مشاهده ماریت

 
 یِسلول یها گروه در یو کل یریخأت ه،یبروز آپوپتوز اول زانیم -2 نمودار

HepG2، HepG2-Amnion-HUVEC، HepG2-

Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-Amnion-

Amanitin.  رمشابهیو حروف غ رمعناداری)حروف مشابه تفاوت غ 

 .باشند( یم ≥ p 49/4تفاوت معنادار  ۀدهند نشان

 یهاگروهدر  MDA سطح یبررس 3نمودار  در

 (≥ p 49/4) یمعنادار تفاوت نشان داد که یمختلف سلول

-HepG2-Amnion گروهِ دو نیب MDA زانِیدر م

HUVEC  وHepG2-Amnion آلفا یشده با داروماریت-

 شیاست که افزا یدرحال نیو ا شودینم دهید نیتیآمان

 یهادر سلول MDA در سطحِ (≥ p 49/4) یدارامعن

  نشدهماریت یهابه سلول نسبت نیتیآمان-آلفا شده باماریت

 .وجود دارد

 
-HepG2، HepG2 یِسلول یها گروه در MDA سطحِ -3 نمودار

Amnion-HUVEC، HepG2-Amnion-HUVEC-

Amanitin  وHepG2-Amnion-Amanitin . حروف مشابه تفاوت(

 ≥ p 49/4تفاوت معنادار  ۀدهند نشان رمشابهیو حروف غ رمعناداریغ

 .باشند( یم

در  SOD میآنوووز تیوووفعال زانیوووم 1نموووودار  در

چیهو  کوه  دهود یمو  نشوان مختلوف   یهوا گوروه  یهوا سلول

-HepG2 دو گوووروهِ انیوووم یداریمعنووو گونوووه تفووواوت 

A B 

C D 
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Amnion-HUVEC  وHepG2-Amnion شوووووووووده ماریت

 کوواهش کووهیدرحووال .نوودارد وجووود نیآمووانت-بووا آلفووا 

 SOD میآنوووز تیوووفعال سوووطح در( ≥ p 49/4) یدارامعنووو

نسووبت بووه  نیتیآمووان-بووا آلفووا شوودهماریت یهووادر سوولول

 .شودیم دهید مارنشدهیت یهاسلول

 
 یسلول یهاگروه در SOD میآنز تیفعال زانیم -1 نمودار

HepG2،HepG2-Amnion-HUVEC، HepG2-

Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-Amnion-

Amanitin .رمشابهیو حروف غ رمعناداری)حروف مشابه تفاوت غ 

 .باشند(یم ≥ p 49/4تفاوت معنادار  ۀدهندنشان

 

 ،HepG2 یسووولول یهووواگوووروهدر  TOS یبررسووو

HepG2-Amnion-HUVEC، HepG2-Amnion-

HUVEC-Amanitin  وHepG2-Amnion-Amanitin  در

تفواوت   نموودار،  نینشان داده شده است. مطابق با ا 9نمودار 

-HepG2دو گوروه   نیب TOSسطح  در  ≥ p 49/4 یمعنادار

Amnion-HUVEC  وHepG2-Amnion شده با آلفوا ماریت-

  ≥ p 49/4 یدارامعن شیافزا نیوجود داشت. همچن نیتیآمان

-HepG2-Amnion یسوولول یهوواگووروهدر  TOSدر سووطح 

HUVEC  وHepG2-Amnion بوا   سوه یدر مقا موار یپس از ت

 HepG2-Amnion-HUVECو  HepG2 یسوولول یهوا گوروه 

 نشده مشاهده شد.  ماریت

 
 یسلول یها گروه  در یتام سلول یدانیکساُ تیوضع -9 نمودار

HepG2، HepG2-Amnion-HUVEC، HepG2-

Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-Amnion-

Amanitin. رمشابهیو حروف غ رمعناداری)حروف مشابه تفاوت غ 

 .باشند( یم ≥ p 49/4تفاوت معنادار  ۀدهند نشان

 (TAS) تام یدانیکساُ یآنت تیظرف ،پژوهش نیا در

 ،HepG2، HepG2-Amnion-HUVEC یها در سلول

HepG2+Amnion-HUVEC+Amanitin و

HepG2+Amnion+Amanitin کیمتریکمک روش کالر به 

 گونه تفاوت چیه که (. نشان داده شد6شد )نمودار  یبررس

و  HepG2-Amnion-HUVECدو گروه  نیب یمعنادار

HepG2-Amnion ندارد وجود نیتیآمان-شده با آلفاماریت .

در  TACسطح  در  ≥ p 49/4 یمعنادارکاهش  اگرچه،

-HepG2و  HepG2-Amnion-HUVEC یها سلول

Amnion یها با سلول سهیبا دارو در مقا ماریپس از ت 

HepG2  وHepG2-Amnion-HUVEC نشده ماریت

   .مشاهده شد

 
 یسلول یها گروه درتام  یدانیاکس یآنت تیظرف -6 نمودار

HepG2،HepG2-Amnion-HUVEC، HepG2-

Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-Amnion-

Amanitin .رمشابهیو حروف غ رمعناداری)حروف مشابه تفاوت غ 

 .باشند( یم ≥ p 49/4تفاوت معنادار  ۀدهند نشان
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بووا اسووتفاده آزمووون  TNF-α فوواکتور انیووب زانیووم

DAPI قورار گرفوت.    یموردبررس یمیتوشیمونوسیروش ا به

 درTNF-α  نیپووروتئ انیووبدرصوود  ۀدهنوود نشووان 2شووکل 

 ،HepG2، HepG2-Amnion-HUVEC یسولول  یهوا  گروه

HepG2-Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-

Amnion-Amanitin تفواوت ، 7با نموودار   مطابقباشد.  یم 

دو گوروه   نیبو  TNF-α فواکتور  انیو ب درصود  در یمعنادار

HepG2  وHepG2-Amnion-HUVEC نشوووووووودهماریت 

 ≥ p 49/4 یمعنوادار تفواوت   که یشود، درحال ینم مشاهده
-HepG2و  HepG2-Amnion-HUVECدو گوووروه  نیبووو

Amnion زانیو م زیو ن دارد وجود نیتیآمان-شده با آلفاماریت 

-آلفوواشووده بووا ماریدر هوور دو گووروه ت نیپووروتئ نیووا انیووب

 یمعنوادار  طوور  هبنشده، ماریت یها نسبت به گروه نیتیآمان

49/4 p ≤ یمعنوادار کواهش   این. بواوجود باشود  یم شتریب 

49/4 p ≤ یسوولول یهووا گووروهدر  فوواکتور نیووا انیوودر ب 

HepG2-Amnion-HUVEC-Amanitin  نسوووووبت بوووووه

وجووود  HepG2-Amnion-HUVEC یسوولول یهووا گووروه

    .داشت

 
 در TNF-α فواکتور   زانیم یبررس یبرا DAPI یِزیآمرنگ -2 شکل

 ،HepG2، HepG2-Amnion-HUVEC یسووولول یهووواگوووروه

HepG2-Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-

Amnion-.Amanitin 

 
 یسلول یها گروه در TNF-α فاکتور زانیم درصد -7 نمودار

HepG2، HepG2-Amnion-HUVEC، HepG2-

Amnion-HUVEC-Amanitin  وHepG2-Amnion-

Amanitin  .رمشابهیو حروف غ رمعناداری)حروف مشابه تفاوت غ 

 .باشند( یم ≥ p 49/4تفاوت معنادار  ۀدهند نشان

 بحث -4
 یمهم بهداشت عموم ینگران کیسرطان کبد 

و  عیسرطان شا نیدر سراسر جهان است که ششم

 یاز سرطان معرف یناش ریوم مرگ یعلت اصل نیچهارم

سرطان  دیجد یِدرمان یها روش .(58)ه است دیگرد

 یسرطان یها پوپتوز در سلولآوقوع  یبر رو شتریکبد ب

 یاست که برا یکیژنت ۀبرنام کیتمرکز دارند. آپوپتوز 

است. فرار  ریناکارآمد درگ یها ثر سلولؤبردن م نیاز ب

شروع تومور و  یبرا یمهم ۀاز آپوپتوز ممکن است درواز

رشد  ۀباشد. مانند هر برنام یدرمان یمیش بهمقاومت 

 یکیانحراف ژنت نیتواند توسط چند یآپوپتوز م ،یگرید

و  شرفتیسمت پ را به میبدخ یها مختل شود که سلول

 دار،یرشد پا یدهد. برا ینشده سوق م کنترل یبقا

شود که  یم جادیا دهیچیپ طیمح کیسرطان در 

را از  میبدخ یها بقا را ارائه داده و سلول یها گنالیس

 کیوضوح  به ریاخ یاه هدهد. مطالع یآپوپتوز نجات م

ها  آن طیزمحیتومور و ر یها سلول نیتعامل گسترده ب

اطراف را بر  یها سلول ریاست که تأث دهرا نشان دا

 یها سلول نیکند. ا یم دییگسترش و تهاجم تومور تأ

 دیتومور را تشد یها تنها رشد سلول نه میبدخریغ

دهند.  یارتقا م زیکنند، بلکه روند متاستاز را ن یم

 طیزمحیر کیو  میبدخ یها سلول نیب یتداخل قو

محلول  یها نیتوکیو سا ها نیتوسط کموکا ریپذ واکنش

 یرو یسطح یها رندهیگ قیکه از طر شود یانجام م
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 یِده گنالیلال در ست. اخگذارند یتومور اثر م یها سلول

 یکننده برا دلگرم کردیرو کیممکن است  طیزمحیر

 یانسان کِیوتیآمن یغشا .(55) باشد ماریدرمان ب

 یکاربردها و دیمف خواص از یاریبس لیدل به

. قرار گرفته است یبررسمورد یخوب به آن ۀدوارکنندیام

 یمنیا یِکنندگ لیتعد تیخاص و ستینغشا تومورزا  نیا

 ،مجدد یِبازساز بهقادر  نیهمچن ،دهد یم نشان را

 یغشا .است ییزا رگ مهار و بروز،یف و التهاب کاهش

 باشد یضدتومور خواص یدارا تواند یم زین کیوتیآمن

 مانند ییزا ضدرگ عوامل از یادیز مقدار رایز

-XVIII، IL کلاژن ،5-نینترلوکیا ۀرندیگ ستیآنتاگون

 متالوپروتئاز یِبافت ۀمهارکنند و 5-نیترومبوسپوند ،10

(TIMP-1، -2، -3 را )گر،ید . ازطرف(24) کند یم ترشح 

 نیتیآمان-آلفابا  ماریاثر ت بر شده افتی یسلول تیّسم

 ژهیو به مرازها،یپلRNA مهار ۀجینتتواند  یم

RNAمرازیپل II سنتز از که باشد mRNA یریجلوگ 

-اثر آلفا یبررس ،پژوهش نیا از هدف لذا .(25) کند یم

هم HepG-2 یها آپوپتوز سلول یبر القا نیتیآمان

 سلول یحاو یِونیآمن ۀپرد بر شده داده یشتکِ

HUVEC یژنیاکس یها گونه سطح یاهرییتغ قیطر از 

 و TNF-α به وابسته ریمس قیطر از و گرشیکسااُ

 .بود TAC و MDA، SOD، TOS سطح یریگ اندازه

 ماریداد که ت نشان MTTآزمون  جینتا

-HepG2-HUVEC و HepG2-Amnion یها سلول

Amnion باعث نیآمانت-آلفا مختلف یها غلظت با 

 یسرطان یها سلول یمان زنده در معنادار کاهش

 یدر رفتار نیتیآمان-آلفاکه  دیآ ینظر م به .شود یم

 یها سلول یمان وابسته به غلظت باعث کاهش زنده

HepG2 در کنار  یونیآمن ۀپرد نیشده و همچن

HUVEC نیتیآمان-آلفا ۀتیسیتوتوکسیس یباعث القا 

 جیشود. نتا یم HepG2 یِسلول سرطان ۀرد درمقابل

آپوپتوز در  نشان داد که زین یتومتریفلوسا حاصل از

 و HepG2-Amnion-HUVEC یسلول یها گروه

HepG2-Amnion طور هب نیتیآمان-آلفاشده با ماریت 

 دودر  زانیم نیکه ا افتهی شیافزا (≥ p 49/4) یدارامعن

نداشت و  یتفاوت نیآمانت-آلفا یبا دارو ماریت گروه تحت

 یتواند در القا یم یونیآمن ۀپرد نشان داده شد که

 باشد.  لیآپوپتوز دخ

 ۀالقاکنند کی عنوان به توان یم را نیتیآمان-آلفا

 ندیافر نیا سمیمکان اگرچه ،گرفت درنظر آپوپتوز یقو

 نیا که است نیا بر فرض. است نامشخص هنوز ییالقا

 RNA Pol IIاز کمپلکس RPB1 رواحدیز به نیتوکس

 مسدود را ها نیپروتئ سنتز جهینت در و شود یم متصل

 به وابسته یسیرونو مدت یطولان توقف. (57) کند یم

Pol II RNA آپوپتوز اثر در یسلول مرگ به منجر 

 نیتیآمان-آلفاها نشان داده است که  افتهی. شود یم

 در آپوپتوز و p53 نیپروتئ تجمعسبب  تواند یم

 بدون HCT116 یسلول ۀرد و یعیطب یها بروبلاستیف

-آلفا توسط یسیرونو توقف. شود DNA بیآس یالقا

 با شده فعال ینازهایک شدن فعال به منجر نیآمانت

 p53  نیپروتئ .شوند می p53 نیتئو تجمع پرو استرس

 کرده است دایپ تجمع یسیرونو توقف به پاسخ در که

 موجب توانند یم احتمالاً و شده منتقل یتوکندریم به

 درعلاوه  به. (22 و 57) آپوپتوز شوند ۀبرنام یساز فعال

 نیتیآمان-آلفا که نشان داده شد گرید یا مطالعه

 MCF7 یسلول ۀرد یمان تواند سبب کاهش زنده یم

-آلفا زیو ن (23) و زمان شود غلظتوابسته به  صورت به

تکه شدن  تواند باعث تکه یبالا م یها در غلظت نیتیآمان

DNA موش شود و  یها تیهپاتوس یها سلول ۀهست در

 آپوپتوز یموجب القا 3سطح کاسپاز  شیبا افزا

 گرید یقیتحق در .(21) شود تیهپاتوس یها سلول

و  یباد یمونوکلونال آنت یها کونژوگه داده شد نشان

در  یمعنادار کاهشسبب  توانند یم نیتیآمان-آلفا

پروستات، کلورکتال و  یِسرطان یها سلول یِمان زنده

در رابطه با  که گرید  یپژوهش در .(29) پستان شوند

 یسرطان یها سلول مقابل نیتیآمان-آلفا یاثر ضدسرطان

 تیّسم نیتیآمان-که آلفا مشخص گردیدکبد انجام شد 

 یسرطان یها سلول درمقابل وابسته به غلظت را

HepG2 (26)دهد  ینشان م. 

 زانیم شیافزا ییایمیوشیب آزمون جینتا

 سطح کاهش و TOS ،(MDA) یدیپیل ونیداسیکسپراُ

 در را (TACتام ) دانیاکس یآنت و SOD میآنز تیفعال

-Amnion و ونیآمن با شده یشتکِهم گروه دو هر

HUVEC تنها. داد نشان نیتیآمان-آلفا با مارشدهیت و 

 تفاوت مارشدهیت گروه دو در TOS سطح زانیم در

 گروه در TOS زانیم که داشت وجود ≥ p 49/4 معنادار

هم گروه به نسبت دارو و ونیآمن با شده یشتکِهم
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طور  هب ،مارشدهیت Amnion-HUVEC با شده یشتکِ

 حد از شیب انیب .بود شتریب   ≥ p 49/4 یدارامعن

 هم و in-vitro طیشرا در هم دانیاکس یآنت یها میآنز

in-vivo سرطان گسترش و شرفتیپ از مانع تواند یم 

 بودن بالقوه از یا نشانه تواند یمموضوع  نیا که دشو

 یبرا هدف کی عنوان به یدانیاکس یآنت یها میآنز

 مقدم خط SOD میآنز .(27) باشد سرطان از یریشگیپ

 ژنیاکس فعال یها گونه از یناش بیآس برابر در دفاع

(ROS )لیتبد ها نیپروتئ نیا. دهند یم لیتشک را 

−• دیسوپراکس ونیآن آزاد کالیراد
2O ژنیاکس به را 

 و کنند یم زیکاتال( H2O2) دروژنیدهیپراکس و یمولکول

−•  سطح
2O از شیب غلظت در که دهند یم کاهش را 

 تیآمدن فعال نییپا .رساند یم بیآس ها سلول به ،حد

 ۀاز انداز شیب دیتول باعث یدانیاکس یآنت میآنز نیا

ROS  آپوپتوز در سلول  یالقا موجب تینها درشده که

 باعث نیهمچن ویداتیاکس استرس .(28)شود  یم

. شود یسلول م در آزاد یها کالیراد تعداد شیافزا

MDA دیآ یم وجود به دیپیل ونیداسیپراکس واکنش از 

 سبب یحت تیو در نها یسلول یغشا ساختارتواند  یم و

 ای شیافزا نیهمچن. (25) شود سلول در DNA رییتغ

در  ROS و کاهش شیافزا با TACو  TOS کاهش

ها در اثر بالا  دانیاکس یآنت تیکه ظرف رایز استارتباط 

 یها در سلول .(35 و 34) ابدی یکاهش م ROS رفتنِ

 نیتیآمان-نشان داده شده است که آلفا  تیهپاتوس

 یِدانیاکس یآنت میآنز تیفعال سطح شیتواند با افزا یم

SOD ییزدا باعث سم یدیپیل ونیداسیکسپراُ شیو افزا 

 زین نیتیآمان-آلفا .(32) شود یتیهپاتوس یها سلول در

 شیکه با افزا شود تیّسم جادیا سبب هیکل درتواند  یم

در  TACو  SODو کاهش سطوح  MDA، TOSسطوح 

 بود همراه نیتیآمان-آلفا یدارو باشده ماریت یها موش

(33). 

  که داد نشان ICC جینتا ،مطالعه نیا در 

-آلفا با مارشدهیت گروه دو هر در TNF-αفاکتور  زانیم

نسبت به  ≥ p 49/4 یدارامعن شیافزا نیتیآمان

 دارامعن شیافزا نیا دهد. یم نشاننشده ماریت یها گروه

 ،ییتنها به ونیآمن ۀپرد با شده یشتکِهم یها سلول در

-Amnion با شده یشتکِهم یها سلول از شتریب

HUVEC یها رسد سلول ینظر م . بهبود HUVEC 

 یمهار یاهد اثرنتوان یم ونیآمن ۀشده بر پرد کشت داده

 یسلول ۀتوسط رد TNF-α یِالتهاب فاکتور دیتول در

 نیتوکیسا کی TNF-α د.نداشته باش HepG2 یسرطان

 را بیآس و عفونت به کیستمیس پاسخ که است یالتهاب

آپوپتوز  یفاکتور باعث القا نی. اکند یم هماهنگ

باعث آزاد شدن  تیشود که در نها یوابسته به کاسپاز م

شود تا  یم یتوکندریاز م کیآپوپتوژن یفاکتورها

 31) دینما دست را فعال نییپا یآپوپتوزوم و کاسپازها

با فعال کردن  TNF-αده توسط شدیتول ROS .(39و 

 یدر مرگ سلول یعملکرد مهم c-Jun نالیترم-N نازیک

 ROS دیتول قیدق سمیحال، مکان نیدارند. باا

 یخوب به TNF-α کیپس از تحر ییایتوکندریم

نشان داده شده است همچنین نشده است.  ییشناسا

 Bو لنفوم سلول  ROS-1  (Romo1)ۀکنند لیه تعدک

از  یناش ROS دیبا تول ماًی( مستقBcl-XLبزرگ ) اریبس

TNF-α .در پاسخ به  مرتبط هستندTNF-α ،TNF 

 رنده،ینش گکُ برهم 5 نی)شامل پروتئ IIکمپلکس 

مرگ، فاکتور  ۀبا دامن TNF ۀرندیمرتبط با گ نیپروتئ

مرگ مرتبط  ۀدامن نی، پروتئTNF ۀرندیمرتبط با گ 2

واقع در  Romo1 نوسیترم C( به 8و پروکاسپاز  Fasبا 

 نیپروتئ Romo1زمان،  شود. هم یمتصل م یتوکندریم

Bcl-XL ییایتوکندریم یغشا لیکاهش پتانس یرا برا 

 یسلول و مرگ ROS دیکند که منجر به تول یاستفاده م

دهد که  ینشان م سمیمکان نیا .(36) شود یآپوپتوز م

 نیتیآمان-آلفا توسط TNF-α دیتول یچگونه القا

 شود. یتواند منجر به وقوع آپوپتوز در سلول سرطان یم

 یریگ جهینت -5
که  ندمطالعه نشان داد نیحاصل از ا جینتا 

جهت  یمناسب ۀنیتواند گز یم احتمالاً نیتیآمان-آلفا

 یاهاثر یدارا نیتیآمان-باشد. آلفا مقابله با سرطان کبد

 یکبد یسرطان یِسلول ۀرد هیعل یثرؤم کیآپوپتوت

HepG2 یها و سلول یونیآمن یغشا باشده  داده کشت 

HUVEC یبرا یمناسب ۀنیگز یونیآمن یغشاباشد.  یم 

تفاوت  باشد. یم یسلول داربست خارج یِساز هیشب

در دو  یسرطان سلولِ ۀرد بردارو  ریثأت نیب یدار یمعن

-HepG2 و  HepG2-Amnion-HUVECگروه 

Amnion جینتا  با جینتا نینشد و ا مشاهده 

همچنین  جینتا .داشت یخوان هم کل یِدانیاکس یآنت

 شیافزا سببتواند  یم زین نیتیآمان-آلفا که ندنشان داد
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 یدارا نیتیآمان-آلفا .شود TNF-α معنادار فاکتور

باشد. در  یم زیوابسته به غلظت ن یِآپوپتوز یاهاثر

-آلفا غلظتِ ها به نکروز وابسته به از پژوهش یاریبس

 جینتا یکل طور اشاره شده است. به نیتیآمان

که  ندپژوهش نشان داد نیا یها آمده از آزمون دست به

 یشده بر رو کشت داده HUVEC یها استفاده از سلول

 تواند یم HepG2 یها کشت سلول یبرا ونیآمن ۀپرد

 یرو نیتیآمان-آلفا یضدسرطان تیخاص شیسبب افزا

نقش مهم  انگریب جهینت نیشود. ا HepG2 یِسلول ۀرد

 تیخاص یدر اثربخش یسرطان یها نام سلولکُ

  باشد. یداروها م یضدسرطان

 یاخلاق ملاحظات -6
 ندارد.

 یقدردان و تشکر -7
 ۀنشکدداشده در  پژوهش انجاماز  برگرفته مقاله ینا

 حدوا سلامیآزاد ا هنشگادا های همگرا، و فناوری معلو

 یِمعنو یهاحمایت با که باشدمی وتحقیقات تهران علوم

 منجاا به حدواآن  هشیوپژ ممحتر نتومعا ۀزحو مالیو 

 انعزیز ینا رییاو  کمکاز  سیلهو بدین. ستا هسیدر

 .دگردمی نیرداقد

 منافع تعارض -8
 نویسندگان اعلام می دارند تعارض منافعی وجود ندارد.

 سندگانیسهم نو -9
داده  یپژوهش، جمع آور یدر طراح سندگانینو یتمام

تحلیل و نگارش مقاله مشارکت داشته اند. نویسنده  ها،

مسئول )هانیه جعفری( هماهنگی ارسال مقاله و ارتباط 

با مجله را بر عهده داشته است. تمامی نویسندگان متن 

نهایی مقاله را مطالعه و تائید نموده اند و مسئولیت 

 علمی آن را می پذیرند.
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