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درمانی سمیت و عوارض  جهان است. داروهای شیمیسرطان یکی از عوامل اصلی مرگ و میر در سراسر  

جانبی بسیاری دارند. از این رو، طراحی داروهای طبیعی موثر با کمترین سمیت اهمیت فراوانی دارد. آبزیان  

د که اننشان داده   ت. مطالعاهستندفعال از جمله پپتیدها با خواص ضدسرطانی  منبعی غنی از ترکیبات زیست

 Thunnusاز هیدرولیز محصولات جانبی ماهیچه تیره ماهی تن )  شده  مشتقای  ینهاسید آم  11پپتید  یک  

tonggol  )  مانی رده سلولی سرطان  بر زنده  این پپتید  اثر  ،. در مطالعه حاضراستدارای خواص ضدسرطانی

-Realها با استفاده از فلوسیتومتری و  آپوپتوز در این سلول  یو القا  MTT  روشبا استفاده از    4T1پستان  

time PCR  جلوگیری کرد و    ی سرطانیهامانی سلولبررسی شد. نتایج نشان دادند که این پپتید از زنده

د. این پپتید از طریق کاهش بیان نسبی ژن ضدآپوپتوزی  ش ها  آپوپتوز در این سلول  درصد  3/30ی  موجب القا 

BCL2  پتوزی  و افزایش بیان نسبی ژن پروآپوBAX  توان پیشنهاد داد که این پپتید  د. بنابراین، میکنعمل می

های دارای خواص پیشگیری از سرطان  های بیشتر برای مصارف درمانی و همچنین مکملقابلیت انجام بررسی
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مقدمه 

بهداشت جهانی   آمارهای سازمان  اساس  بر 

، سرطان اولین و یا دومین عامل  2019در سال  

از    112سالگی در    70مرگ و میر تا قبل از سن  

جهان    183  ,.Sung et al)است  بوده  کشور 

های های درمانی رایج برای سرطان. روش(2021

شیمی شامل  و  مختلف  پرتودرمانی  درمانی، 

درمانی به دلیل  جراحی هستند. داروهای شیمی

و   دارند  زیادی  جانبی  عوارض  انتخابگری،  عدم 

اندام میاغلب  قرار  هدف  را  سالم    دهند های 

(Huang et al., 2017)این داروها  . همچنین

در معرض مقاومت دارویی ناشی از بیان بیش از 

ناقل است حد  ممکن  که  هستند  غشایی  های 

داروهای ضدسرطان را از داخل سلول سرطانی  

رج کنند و در نتیجه تجمع و کارایی دارو را خا

. علاوه  (Nikolaou et al., 2018)   کاهش دهند

تهاجم  احتمال  جراحی  و  پرتودرمانی  این،  بر 

بر این اساس، توسعه  دهند.سرطان را افزایش می

داروهای ضدسرطان موثر و جدید به شدت مورد  

است روش.  نیاز  جدیدی  امروزه  مولکولی  های 

دارد، از جمله هدف  برای درمان سرطان وجود  

گیرنده دادن  سلولقرار  سطح  سرطانی،    های 

واکسن و  ایمنی  سیستم  بر  مبتنی    هادرمان 

(Schirrmacher, 2019)  آنها بر  علاوه   .

آوردن گسترده  های پژوهش دست  به  برای  ای 

پپتیدها در   ترکیبات موثر با منشا طبیعی بویژه

سطح زمین  درصد از  70حال انجام است. تقریبا  

که مخزن عظیمی از مواد    است  را آب پوشانده 

ویژگی با  جدید  زیستی  شیمیایفعال  ی  های 

خاص   و  دریایی  گونه .استکمیاب  های 

هستندگنجینه  ضدسرطان  داروهای  از    ای 

(Zhang et al., 2021)  ،گذشته دهه  در   .

داده نشان  متعدد  محصولات مطالعات  که  اند 

توانند به عنوان عوامل ضدتومور عمل دریایی می

در تشکیل تومورها  را  ای  نقش پیشگیرانه  کرده،

ساز کشف داروهای جدید و  ند که زمینهکنایفا  

زیست پپتیدهای  هستند.  قطعات  کارآمد  فعال 

از پروتئین بر  خاصی  ها هستند که فعالیت آنها 

آنها متغیر   ایاسید آمینه اساس طول و نوع توالی  

ساست در  پپتید  ال.  زیادی  تعداد  اخیر،  های 

  است  جدا شده  از موجودات دریاییفعال  زیست 

ضدمیکروبی ضدسرطانی،  فعالیت  دارای  ،  که 

  هستنداکسیدانی  آنتی  و  ضدویروسی

(Eghtedari et al., 2021)  که آنجایی  از   .

نظر  از  خاصی  محیط  در  دریایی  موجودات 

می زندگی  اکسیژن  و  فشار  این  شوری،  کنند 

های زیستی  ها و پپتیدها دارای فعالیتپروتئین

 ,.Zhang et al)  قوی و ساختار خاصی هستند

تا(2021 شده  کشف  پپتیدهای  از    کنون. 
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Hemiasterlin  (E7974)    وEribulin 

Mesylate  (Halaven®)  سازمان                    توسط 

آمریکا داروی  و   درمان برای    (FDA)  غذا 

شده  پستانسرطان    Plitidepsin  ند.اتایید 

(Aplidin®)  و  Keyhole Limpet 

Hemocyanin  (Immucottel®)  برای    نیز

 Ghareeb)  است   تایید شده  ی دیگرهاسرطان

et al., 2020). 

دلایل متعددی وجود دارد که چرا پپتیدهای  

ضدسرطان   داروهای  کشف  راستای  در  دریایی 

گرفته قرار  توجه  آنها  مورد  قابل  اند.  مزایای 

ها دارند  بادیها یا آنتیتوجهی نسبت به پروتئین

آسان  اصلاح  ساده،  تولید  کوچک،  اندازه  مانند 

از غشای سلولی،   عبور  قابلیت  توالی،  ساختار و 

زایی،  تداخل کم دارو با دارو، عدم سمیت و ایمنی

بالا  بافت   ،انتخابگری  داخل  به  بیشتر  و    ها نفوذ 

د به  کمتر  جانبی  در عوارض  تجمع  عدم  لیل 

علاوه بر این، پپتیدهای کوچک .  ها یا کبدکلیه

به  می دارو  رساندن  برای  ناقل  عنوان  به  توانند 

شوند استفاده  بافت  و  سلول  هر  به    طور خاص 

(Henninot et al., 2018)  با مقایسه  در   .

پپتیدهای با وزن مولکولی بالا، پپتیدهای با وزن  

مولکولی کم، انتشار و تحرک مولکولی بیشتری 

دهند که به افزایش تعامل آنها  از خود نشان می

فعالیت    کند و با اجزای سلول سرطانی کمک می 

 Zhang et)  دهد ضدسرطانی آنها را افزایش می 

al., 2021) کوچک پپتیدهای  حال،  این  با   .

دارای معایبی هستند، از جمله نیمه عمر کوتاه،  

تجزیه آسان در داخل بدن و پایداری ضعیف. به  

از   بسیاری  دلیل  سعی   پژوهشگرانهمین 

با تغییراتی اصلاح  کرده را  پپتیدی  اند داروهای 

های سنتی برای دستیابی به کنند و یا با درمان

به   نسبت  بهتر  ترکیب  تک  نتایج  کنند  درمان 

(Henninot et al., 2018)  . 

به معنای   برای مصرف ماهی  افزایش تقاضا 

است.   ماهی  ضایعات  از  بیشتری  حجم  ایجاد 

از  استفاده  با  ماهی  فرآوری  صنایع  بنابراین 

د به  نتوانها یا محصولات جانبی ماهی میریزدور

و همچنین   کنندوه درآمد اضافی ایجاد  طور بالق

آلودگی هزینه و  دفع  دههای  کاهش  را  د.  نها 

پروتئین حاوی  ماهی  جانبی  ها،  محصولات 

ها و اسیدهای آمینه هستند. هیدرولیزات چربی

پروتئین ماهی که از هیدرولیز محصولات جانبی  

به ماهی  ضایعات  می  و  اصلی  دست  منبع  آیند 

کاربردهای    هستندفعال  زیستپپتیدهای   که 

مانند درمان سرطان  متعددی  ای و دارویی  تغذیه

. چندین مطالعه بر  (Gao et al., 2021)  دارند

 به دست آمده روی اثرات ضدتکثیری پپتیدهای 

های مختلف بر روی از هیدرولیز پروتئین ماهی 

استرده شده  انجام  سرطانی  سلول    های 
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(Shaik and Sarbon, 2020; Ahmed et 

al., 2021)  .  ،هیدرولیز پروتئین به عنوان مثال

ماهیچه از  شده   Loach  ماهی   مشتق 

(Misgurnus anguillicaudatus  )  هضم شده

فعالیت  آنزیم  با   داری معنیتکثیر  ضدپاپائین 

،  Coco-2  کولونسرطانی    ی سلولهای  علیه رده

داد  HepG2  کبد   و   MCF-7  پستان   نشان 

(You et al., 2011)  .Picot   همکاران و 

داد(  2006) تهیه   18که    ند گزارش               نمونه 

از   ماهی شده  پروتئین  مختلف هیدرولیز  های 

بالایی را علیه دو رده سلولی    یفعالیت ضدتکثیر

با    MCF-7  و  MDA-MB-231  پستانسرطان  

ربیعی و    .داد  نشان  درصد  25  مهار رشد  میانگین

پپتیدهای  (  1398)همکاران   که  دادند  نشان 

عضله میکروبی  هیدرولیز  از    مید ماهی حاصل 

(Liza klunzingeri)  داری قادر به  به طور معنی

زنده پستان  مهار  رده سلول سرطان    4T1مانی 

همکاران   و  عزیزی  همچنین  ( 1400)است. 

سه   از  کمتر  مولکولی  وزن  با  پپتیدهای 

آنزیمی  هیدرولیز  از  که  را  کیلودالتون 

احشاپروتئین امعا و  ماهی سفید دریای   یهای 

بر  (  Rutilus kutum)خزر   بود  آمده  دست  به 

سلولی   پستان  رده  بررسی    MCF-7سرطان 

کردند و نشان دادند که این پپتیدها به طور قابل  

از رشد سلول اثر    ندها جلوگیری کردتوجهی  و 

در مطالعه    بیشتر بود.  Lynparzaآنها از داروی  

با استفاده از  (  2011)و همکاران    Hsu  دیگری

پروتئاز   و  پاپائین  آنزیم  محصول    XXIIIدو 

ماهیچ تن    هتیر  هجانبی   Thunnus)ماهی 

tonggol  هیدرولیز و سپس تخلیص کردند.  ( را

پپتید   یک  که  دادند  نشان  اسید    یازدهآنها 

قادر به    PTAEGGVYMVT  با توالی  ایآمینه 

 Hsu et)  بود  MCF-7مهار تکثیر رده سلولی  

al., 2011) ضدتکثیری اثرات  هرچند   .

است مطالعه شده  مختلف  برای   ،پپتیدهای  اما 

مطالعه   به  آنها  ضدسرطانی  اثر  از  اطمینان 

مسیرهای مولکولی بیشتری نیاز است. بنابراین،  

فعالیت  بیشتر  بررسی  هدف  با  حاضر  مطالعه 

به دست  ای  اسید آمینهیازده  ضدسرطانی پپتید  

انجام (  2011)و همکاران    Hsuآمده در مطالعه  

پیش مطالعه  در  که  پپتید    شد  نام  به    PTرو 

میخوا زنده شود  نده  بر  آن  اثر  القاو  و    یمانی 

برنامه )مرگ  سلول    (آپوپتوزریزی شده  رده  در 

 شد.  سنجیده 4T1سرطان پستان 

 

 هاروش  و   مواد

توالی    PTپپتید    ساخت A-T-P-N2H-با 

E-G-G-V-Y-M-V-T-COOH    در که 

قبلی   تن  مطالعات  ماهی  جانبی  محصولات  از 

(Thunnus tonggol  به دست آمده بود )(Hsu 
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et al., 2011)    به شرکت    درصد  90با خلوص

Shine Gene Biotechnologies, Inc.  
خلوص   شد.  داده  سفارش  چین(  )شانگهای، 

شرکت توسط  از   سازنده  پپتید  استفاده  با 

 تایید شد.  HPLCکروماتوگرافی  

 

 ها کشت سلول

سلولی   ذخایر  که    4T1رده  ملی  مرکز  از 

، در محیط  ه بودژنتیکی و زیستی ایران تهیه شد

،  DMEM/F-12  (Sigma-Aldrich  کشت

جنین  )  FBS  درصد  20  حاوی (  آمریکا سرم 

کشت شد  (  ، آمریکاGibco Invitrogenگاوی، 

  گراد و درجه سانتی  37و در انکوباتور در دمای  

2CO  5   تراکم    درصد به  رسیدن    درصد   70تا 

شد.   آزمایش  5تا    3پاساژ  از  نگهداری  ها  برای 

 استفاده شد. 

 

زنده سلولبررسی  روش    4T1های  مانی  به 

MTT 
های بر اساس توانایی سلول  MTTسنجش  

زنده و فعال برای تبدیل رنگ محلول دی فنیل 

انجام  نامحلول  فورمازان  به  بروماید  تترازولیوم 

پلیت    4T1های  سلولشد.   به    96در  چاهک 

به   5×310تعداد   سلول در هر چاهک کشت و 

روز در انکوباتور نگهداری شدند.  مدت یک شبانه

،  15،  10،  5،  2،  5/0های  ها با غلظتسپس سلول

تیمار    PTمیکرومولار از پپتید    40و    30،  25،  20

تکرار(  شدند سه  گذشت  )با  از  بعد    48و    24. 

سلول نمکی  ساعت،  فسفات  بافر  با    (PBS)ها 

  MTT  محلول  پس از آن،  .شستشو داده شدند 

(Sigma-Aldrich  )آمریکا غلظت  ،    5با 

لیتر به هر چاهک اضافه شد و  ر میلیدگرم  میلی

پس  سساعت در انکوباتور قرار داده شد.    4برای  

و   شد  حذف  کشت  میکرولیتر   150محیط 

به  ، آمریکاDMSO  (Sigma-Aldrich  )محلول  

شده  ها  نمونه  تشکیل  فورمازان  تا  شد  اضافه 

طول  در  چاهک  هر  جذب  مقدار  شود.  تثبیت 

دستگاه    570موج   توسط  سنج طیفنانومتر 

(800TS  ،BioTek  )آمریکا شد.،  نمودار   ثبت 

مانی در مقابل غلظت رسم شد و با  درصد زنده

مقدار   خط  معادله  از  نصف   50ICاستفاده  یا 

شد.   محاسبه  بازدارندگی  غلظت    50ICحداکثر 

غلظتی است که در آن منحنی از سطح بازداری 

 . درصد عبور کند 50

 

با استفاده از    4T1های  بررسی آپوپتوز در سلول

  Annexin V-FITC/PIروش 

با استفاده    4T1های  لآپوپتوز در سلو  یالقا

کیت   ، Annexin V-FITC/PI  (Abcamاز 

سازنده  العمل شرکت    ( بر طبق دستورتانانگلس

سلول در پلیت    510  ،بررسی شد. به طور خلاصه
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روز کشت شد و  چاهک به مدت یک شبانه  24

تیمار   PTمیکرومولار پپتید   22  سپس با غلظت 

شسته و   PBSها با ساعت سلول  48شد. پس از  

سلول شدند.  کف  تریپسینه  از  شده  جدا  های 

به مدت    rpm  1200آوری و در دور  پلیت جمع

سلول  5 شدند.  سانتریفیوژ  بافر  دقیقه  در  ها 

  نکسین آ  میکرولیتر  5سپس    ، اتصال معلق شدند

V-FITC   میکرولیتر  5وPropidium Iodide 

(PI)    دقیقه در تاریکی نگه    5اضافه و به مدت

رنگ اتصال  سپس  شدند.  استفاده داشته  با                    ها 

فلوسیتومتر دستگاه  MACSQuant)  از   

Analyser 10  ،  Miltenyi Biotec  )و  ، آلمان

شدند.    MACSQuantifyافزار  نرم بررسی 

های  شد. از سلول  انجامسه تکرار    ها در آزمایش

 استفاده شد.  شاهدتیمار نشده به عنوان 

 

 Real-time و cDNA ساخت، RNAاستخراج 

PCR  
غلظت    4T1های  لسلو میکرومولار   22با 

مدت    PTپپتید   به  و  در    48تیمار  ساعت 

های تیمار نشده  انکوباتور نگهداری شدند. سلول

عنوان   شدند.    شاهدبه  استفاده                    RNAمنفی 

سلول معرف  تام  از  استفاده  با    Trizolها 

(Invitrogen  )العمل    و بر طبق دستور، آمریکا

شد. استخراج  سازنده  مراحل   شرکت  تمام 

از   عاری  شرایط  تحت  به   RNaseاستخراج  و 

  RNAصورت سه تکرار مستقل انجام شد. تمام 

  و  rRNA  S18  استخراج شده با استفاده از باند

S rRNA28   روی ژل آگارز پس از الکتروفورز

استخراج شده    RNAتایید شد. غلظت و کیفیت  

نانودراپ طریق   Thermo Fisher  ،2000)  از 

Scientific  )هایی که  بررسی شد. نمونه، آمریکا

  8/1آنها بین  نانومتر    280به    260نسبت جذب  

با    RNA  بود خالص در نظر گرفته شدند.   2تا  

،  cDNA  (SMOBIO  ساختاستفاده از کیت  

-RT)  برداری معکوسرونوشت  PCRتایوان( و  

PCR)  العمل شرکت به    بر طبق دستورDNA  

 برداری شد.  رونوشت (cDNA)مکمل 

PCR  کمی  (Quantitative Real-Time 

PCR)  های  ژنBCL2    )و  )ضدآپوپتوزBAX  

از (  Proapoptoticپروآپوپتوز،  ) استفاده  با 

و  ، آلمانRotor-Gene Q  (Qiagen  )  دستگاه 

سبز   میکس  فاقد    RealQ Plus 2xمستر 

ROX™    حاویTEMPase Hot Start 

DNA Polymerase    و بافر حاوی نوکلئوتیدها

شماره  ،  دانمارک،  Ampliqon)و رنگ فلورسنت  

شد.  (A323402کاتالوگ   های  آغازگر  انجام 

 Gene Runnerافزار  نرماستفاده از    با   نیاز  مورد

ای برنامه سه مرحله  (. 1طراحی شدند )جدول    6

PCR    بود:این  به در    شرح  اولیه  دناتوراسیون 

دقیقه،   15گراد به مدت  درجه سانتی  95دمای  
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دمای    40 در  دناتوراسیون  درجه   95دور 

مرحله اتصال در   ثانیه،   15به مدت  گراد  سانتی

ثانیه و    30به مدت  گراد  سانتیدرجه    60دمای  

گراد  سانتیدرجه    72در دمای    مرحله گسترش

مدت   ژن  30به  گلیسرآلدهیدخانه  ثانیه.                    دار 

دهیدروژناز  -3 برای   (GAPDH)فسفات 

داده نرمال دادهسازی  شد.  استفاده  با  ها  ها 

نرم از  آلمانREST  (Qiagen)افزار  استفاده   ،  

رابطه   از  اندازه  CtΔΔ–2آنالیز شدند.  گیری برای 

ها استفاده شد. میزان بیان نسبت میزان بیان ژن

 . بودهای تیمار نشده به سلول

 

 بررسی آماری 

ها به صورت نتایج به دست آمده از آزمایش

است.    ±میانگین   شده  بیان  استاندارد  خطای 

آزمون   از  بین دو گروه  مقایسه  استفاده   tبرای 

با استفاده از آزمون   شد. مقایسه بین چند گروه

یک واریانس  )تحلیل   One-wayطرفه 

ANOVA)  پس آن  دنبال  به  توکی و  آزمون 

(Tukey  اطمینان سطح  با  درصد    99( 

(01/0P< .انجام شد ) 

 

 نتایج 

 های سرطانی مانی سلولبر زنده PTاثر پپتید 

آزمایش   سنجش    MTTنتایج  برای  که 

و   24های سرطانی بعد از مانی سلولمیزان زنده

،  5،  2،  5/0های  ساعت انکوباسیون با غلظت  48

میکرومولار پپتید   40و    30،  25،  20،  15،  10

PT    استفاده شد، نشان داد که این پپتید موجب

زنده سلولکاهش  به  مانی  وابسته  صورت  به  ها 

 (. 1؛ شکل >01/0Pغلظت و زمان شد )

 

 

 RT-PCRهای مورد استفاده در آغازگر: توالی 1جدول 

 (5ʹ3ʹ) آغازگرتوالی  ژن 
 آغازگر اندازه 

 )نوکلئوتید( 
اندازه محصول  

 )جفت باز( 

BCL2 F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT 

R: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 

22 

23 
127 

BAX F: ATGTTTTCTGACGGCAACTTC 

R: AGTCCAATGTCCAGCCCAT 

21 

19 
133 

GAPDH F: ACCCAGAAGACTGTGGATGG 

R: TCTAGACGGCAGGTCAGGTC 

20 

20 
200 

F :؛پیشرو آغازگر R :پیرو آغازگر . 
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ساعت انکوباسیون با   48و  24پس از  4T1های مانی سلولبر زنده PTهای مختلف پپتید : اثر غلظت1شکل 

دار در  نشان دهنده اختلاف معنی  «# »علامت    (.n=3؛  خطای استاندارد  ±میانگین )  MTTاستفاده از سنجش  

 (. >01/0P)است  ساعت    48و    24دار بین تیمارها در دو زمان  بیانگر اختلاف معنی  «*»علامت  و    شاهدمقایسه با  

 

که   50ICنصف حداکثر غلظت بازدارندگی یا  

شود  ها متوقف میسلولدرصد از    50رشد  در آن  

  PTساعت انکوباسیون با پپتید    48و    24برای  

میکرومولار به دست   22و    30به ترتیب برابر با  

آمد. به دلیل وجود اختلاف آماری معنادار بین 

  48در زمان    50IC  دو زمان انکوباسیون، غلظت 

آزمایش  22ساعت یعنی   برای  های  میکرومولار 

دیگر به کار گرفته شد. 

 

 ها آپوپتوز سلول بر PTپپتید اثر 

آمده  در   دست  به  رنگنتایج    آمیزی از 

د  ش چهار ناحیه مشاهده    V-FITC/PIآنکسین  

که برای هر دو رنگ   Q4  هناحی  .الف(  -2)شکل  

  هو نشان دهند  بودمنفی    PIو    FITC-آنکسین

زنده  سلول ناحیاستهای    PIبرای  که    Q3ه  ؛ 

برای   و  و   بودمثبت    FITC-آنکسینمنفی 

کنند مرحلسلول  همشخص  در  ابتدایی   هها 

ناحی است؛  رنگ که    Q2ه  آپوپتوز  دو  هر  برای 

ها در مراحل آخر سلول  همثبت بود و نشان دهند

ناحی است؛  و    PIبرای  که    Q1ه  آپوپتوز  مثبت 

آنکسین مشخص   FITC-برای  و  بود   منفی 

به ترتیب   PT. پپتید  استهای مرده  سلول  هکنند

اولیه  درصد  3/23موجب    درصد   7  ،آپوپتوز 

مجموع   در  و  تاخیری   درصد   3/30آپوپتوز 

  درصد  8د که در مقایسه با  شها  ل آپوپتوز در سلو

ی داراختلاف معنی شاهد،های آپوپتوز در سلول

 ب(.  -2شکل  ؛>01/0P) داشت
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نمودار  (  . الفV-FITC/PI  آنکسین  باآمیزی شده  ی رنگهاآپوپتوز در سلول  یبر القا  PT: اثر پپتید 2شکل  

ها  ترتیب نشان دهنده تراکم زیاد تا کم سلولها از قرمز تا آبی بهای به دست آمده از فلوسایتومتری. رنگنقطه

سلول  درصد  نمودار  ب(  برهستند.  شده  آپوپتوز  و  زنده  نقطه  های  نمودار  خطای    ±)میانگین  ای  اساس 

 (.>01/0Pاست ) شاهددار در مقایسه با نشان دهنده اختلاف معنی «*»علامت . (n=3استاندارد؛ 

 

 BAX و BCL2های بیان ژن بر PTپپتید  اثر

ژن نسبی  بیان  ضدآپوپتوز میزان  های 

BCL2    و پرو آپوپتوزBAX  ها پس از  در سلول

های تیمار  در مقایسه با سلول  PTتیمار با پپتید  

از   استفاده  با  شد.    RT-qPCRنشده  سنجیده 

را   S rRNA28  و   S18  باندهایالف    -3شکل  

از استخراج   از ،  RNAپس  روی ژل آگارز پس 

می نشان  در    همان  دهد.الکتروفورز  که  گونه 
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به طور   PTپپتید  ،  ب مشخص است  - 3شکل  

 BCL2داری موجب کاهش بیان نسبی ژن  معنی

ژن   نسبی  بیان  افزایش  به    BAXو  )نسبت 

 (.>01/0Pد )شهای تیمار نشده( سلول 

 

 بحث

پپتید   که  داده شد  نشان  در مطالعه حاضر 

PT  زنده پستان از  سرطان  سلولی  رده  مانی 

القای   موجب  و  کرده  درصد   3/30جلوگیری 

ها شده است. این پپتید از آپوپتوز در این سلول

ضدآپوپتوزی  ژن  نسبی  بیان  کاهش  طریق 

BCL2   پروآپوپتوزی ژن  نسبی  بیان  افزایش  و 

BAX  می مکان کند.  عمل    یعیطب  سمیآپوپتوز 

نقش و    شده سلول است  یزیرمرگ برنامه  یبرا

ه  یمهم و  رشد  دو  ها  سلولوستاز  ئمودر  دارد. 

 ر یمس:  وجود دارد  اصلی برای شروع آپوپتوز  ریمس

یا   یا  میتوکندریداخلی  خارجی  مسیر  و  ایی 

نوع  مرگ  گیرنده   با  هستند   پیامکه   مرتبط 

(D’Arcy, 2019).    هر دو مسیر در نهایت منجر

آپوپتوز   اجرای  مرحله  شدن  به  فعال  طریق  از 

 شوند. های کاسپاز میآنزیم

 

 

            

ژن3  شکل بیان  بر  پپتید  اثر  سلول  BAXو    BCL2های  :  باندهایدر  الف(  سرطانی.                                             و   S18  های 

S rRNA28   روی ژل آگارز پس از استخراجRNA و تیمار با پپتید شاهد های برای نمونه PT  در کنار مارکر

مولکولی است  Kb)  وزن  کیلوباز  ژن(بیانگر  نسبی  بیان  نمودار  ژن  . ب(  با  مقایسه  در    GAPDHمرجع  ها 

استاندارد؛    ±)میانگین   معنی  «*»علامت    .( n=3خطای  اختلاف  با  نشان دهنده  مقایسه  در  است    شاهددار 

(01/0P<.) 
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های  گروهی از پروتئینتوسط  داخلی  مسیر  

خانواده   به  میتن  Bcl-2متعلق  دو  شودظیم   .

پروتئین از  اصلی  دارد  Bcl-2های  گروه  : وجود 

)مانند  پروتئین پروآپوپتوز  ،  Bax  ،Bakهای 

Bad  ،Bcl-Xs  ،Bid  ،Bik  ،Bim    وHrk و  )

)مانند  پروتئین ضدآپوپتوز  -Bcl-2  ،Bclهای 

XL  ،Bcl-W  ،Bfl-1    وMcl-1) .   در حالی که

با  پروتئین ضدآپوپتوز  از های    جلوگیری 

آپوپتوز را   ،میتوکندری  از  c  آزادسازی سیتوکروم

از طریق  آپوپتوز  های پرو، پروتئینکنندمهار می 

 Kale et)  کنندین آزادسازی عمل می تحریک ا

al., 2018) . 

از  ف یرار  اصلی  مشخصهاز    ی کآپوپتوز  های 

و  سلول است  سرطانی  حهای  در    یات ینقش 

دارد. از دست دادن کنترل آپوپتوز    ییزاسرطان

زنده   شتریب دهدیاجازه م  یسرطان یهابه سلول 

ب زمان  و  جهش  یبرا  یشتریبمانند  ها  تجمع 

باشند امر  که  داشته  را    تواندیم  این  تهاجم 

از    یک ی  کند.   کیرا تحر  یی رگزا  و   هدد  شیافزا

دادن به    انی پا  ا و یدرمان سرطان، کنترل    یهاراه

سلول نشده  کنترل  است.    یسرطان  یهارشد 

برا آپوپتوز  دادن  قرار  انواع    تمام  ی هدف 

است  ها سرطان  آپوپتوز   رایز  ، موثر  از  فرار 

 Carneiro and)است    هاسرطانتمام  مشخصه  

El-Deiry, 2020).    ییداروکاندیداهای  

کارآزمایی  متعددی ضدسرطان   مرحله    هایدر 

هستند مولکول  بالینی  در    یمختلف  هایو  را 

خارجی  یرهایمس و  قرار  آپوپتوز    داخلی  هدف 

درمانی دو    .دهندیم   عبارت  جیرا  مکانیسم 

پوپتوز و مهار  آپرو  یهامولکول   کیتحرند از  هست

آنها،  ضدآپوپتوز  یهامولکول  میان  از   .

Venetoclax  مهارکنند اختصاصی   ه یک 

درمان بزرگسالان که برای  است    Bcl-2پروتئین  

(، لنفوم CLLمزمن )  یتیلنفوس  یلوسم  مبتلا به

)  یتی لنفوس   دیلوئیم  یلوسم  ای (  SLLکوچک 

( تایید  (  AMLحاد  است.   FDAبه  رسیده 

  یرهایکه مس  یثروم  ی هاتوسعه درمانهرچند،  

م  آپوپتوز قرار  هدف  دل  دهندیرا  تعدد    لیبه 

  یمقاومت   یهاسمیکه هرکدام مکان  یاهداف درمان 

برا  یهاخاص، درمان متفاوت  انواع    یاستاندارد 

دارند،    یمتفاوت  تیسم  شاخصمختلف تومور و  

-Carneiro and El)  است  دهیچیپ   اریبس

Deiry, 2020) . 

فعال برای درمان استفاده از پپتیدهای زیست

پروتئین به  نسبت  نوترکیب،  سرطان  های 

های  درمانی مزیتها و داروهای شیمیبادیآنتی

از آن جمله  عمده توان به تولید میای دارد که 

سمیتترآسان عدم  دارو،  با  دارو  کم  تداخل   ،  ،

ها و  نسبت به گیرنده  زایی، انتخابگری بالاایمنی

  هانفوذ بیشتر به داخل بافت   های خاص و مولکول
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با وجود  . (Henninot et al., 2018)اشاره کرد 

پپتیدهای    هایژوهشپ  یافتن  برای  گسترده 

درمانی علیه سرطان تنها تعداد معدودی دارو به 

سازمان رسیدهتایید  مربوطه  از  های  که  اند 

توان به فقدان فراهمی  ترین دلایل آن می عمده

زیستی خوراکی، پایداری ضعیف در گردش خون 

اشاره   آنزیمی  و  اسیدی  تجزیه  به  حساسیت  و 

تلاش  هرچند،  براکرد.  به  ها  دستیابی  ی 

پپتیدهای درمانی موثر همچنان ادامه دارد و به 

روش میکمک  محدودیت هایی  این  بر  ها  توان 

غلبه کرد. آبزیان منبع غنی و مهمی از پپتیدهای  

هستند.  زیست  موجودات  فعال  که  آنجایی  از 

دریایی در محیط خاصی از نظر شوری، فشار و  

می زندگی  دستپپتیدها  ، کننداکسیژن  به    ی 

های زیستی دارای فعالیت  آمده از منابع دریایی

خاصی   ساختار  و   ,.Zhang et al)بوده  قوی 

کشف   (2021 برای  توجهی  جالب  اهداف  و 

. در چندین مطالعه اثر هستنددرمانی  پپتیدهای  

تکثیر  فعال  زیستپپتیدهای   از  جلوگیری  بر 

سلولیرده شده    های  تایید  و  بررسی  سرطانی 

 Shaik and Sarbon, 2020; Ahmed)است 

et al., 2021)  ،به عنوان مثال .Hsu    و همکاران

با استفاده از دو آنزیم پاپائین و پروتئاز  ( 2011)

XXIII   محصول جانبی ماهیچه تیره ماهی تن  

هیدرولیز و سپس تخلیص کردند. آنها نشان  را  

به شیوه ای  اسید آمینه  11دادند که یک پپتید  

به   با    غلظتوابسته  با    50ICو   8/8برابر 

سلولی    میکرومولار رده  تکثیر  مهار  به  قادر 

MCF-7  است  (Hsu et al., 2011) اما برای .

به   نیاز  پپتید  این  ضدسرطانی  خاصیت  تایید 

. از استهای مولکولی بیشتری  بررسی مکانیسم

شده    ساختهاثر پپتید    در مطالعه حاضر  ،این رو

القا آپوپتوز در رده سلولی سرطان پستان   یبر 

4T1    مهمشمطالعه از  د.  استفاده  دلیل  ترین 

در این مطالعه به جای روش    ساخته شدهپپتید  

دست   در  ماهی،  جانبی  محصولات  هیدرولیز 

اشاره   پپتیدی  توالی  از  خالصی  مقادیر  داشتن 

را   آن  اثرات  بتوان  تا  بود  یک شده  و  سنجید 

دارویی ضدسرطان با توالی مشخص را   ایکاندید

توان به سرعت و  د. از دلایل دیگر میکرمعرفی  

سهولت کار اشاره کرد. نتایج نشان دادند که این  

از  زمان  و  غلظت  به  وابسته  صورت  به  پپتید 

به  کند  ها جلوگیری میو تکثیر سلولمانی  زنده

که ا  22غلظت     طوری  بعد    48ز  میکرومولار 

از سلول  50ساعت موجب مرگ   ها شد.  درصد 

القا موجب  آپوپتوز  درصد    3/23  یهمچنین، 

ها آپوپتوز تاخیری در این سلولدرصد    7اولیه و  

ژن   بیان  کاهش  با  فعالیت  این  که  شد 

ژن    BCL2ضدآپوپتوزی   بیان  افزایش  و 

که    د. در توجیه اینشانجام    BAXپروآپوپتوزی  
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  MTT  آزمایش ها در دو  چرا میزان مرگ سلول

نیامد می   Vنکسین  آو   توان به مشابه به دست 

اند که  نشان داده  مطالعاتموارد زیر اشاره کرد:  

تحت تاثیر    MTTآزمایش  از    به دست آمدهنتایج  

های استفاده  عوامل مختلفی از جمله تعداد سلول

سلول تراکم  زمان MTTغلظت  ها،  شده،   ،

، مقدار  کشت  ط ینوع مح  ،MTT  با  ونیانکوباس

می قرار  غیره  و  کشت  محیط  در  و  سرم  گیرد 

زنده  تا  شود  موجب  است  سلولممکن  ها  مانی 

شود  زده  تخمین  واقعی  حد  از  بیشتر  یا  کمتر 

(Ghasemi et al., 2021) خود همچنین،   .

MTT  می سلولهم  برای  باشد.  تواند  سمی  ها 

باعث    جیبه تدر  MTT  یداخل سلول  سمیمتابول

  ی سلول  سمیاختلال در متابول  ،یتوکندریم  بیآس

نها   یعیطب در  سلول  تیو  از یم  یآپوپتوز  شود. 

غشا وابسته به زمان در    یکپارچگیدست دادن  

ن  توزیاگزوس  هجینت عنوان   زیفورمازان  به 

سلول  میسمکان ان  یمرگ  از    با  ونیکوباسپس 

MTT   است.  شنهادیپ همچنین،    شده 

بالای  غلظت کشنده    MTTهای  سلول  برای 

,.Lu et al., 2012; Surin et al)هستند    

گیری . نکته دیگر، ماهیت متفاوت اندازه(2017

آزمایش  است.  آزمایش  مرگ سلولی در این دو  

MTT   فورمازان نوری  جذب  میزان  اساس  بر 

های زنده است در حالی  تولید شده توسط سلول

شمارش  Vنکسین  آآزمایش  که   پایه  تعداد    بر 

رنگسلول دستگاه  های  وسیله  به  شده  آمیزی 

سلولاستفلوسایتومتر   تعداد  علاوه،  به  های . 

شده دو    استفاده  این  متفاوت آزمایش  در  نیز 

نتیجه  است. برای  کل،  دقیقدر  درباره    گیری 

القا  بر  پپتید  این  اثر  در   یمکانیسم  آپوپتوز 

روی سلول بر  بیشتر  مطالعات  به  های سرطانی 

آپوپتوز    همسیرهای داخلی و خارجی شروع کنند

نیاز است. نتایج حاضر در راستای چند مطالعه  

آپوپ  پپتیدهای  دیگر است که خاصیت  به  توزی 

آمده   پروتئیندست  هیدرولیز  های  ماهی  از 

داده نشان  را  مثال،  مختلف  عنوان  به  توالی  اند. 

ماهی  YALPAHپپتیدی   از  شده                جدا 

باله  Setipinna tatyآنچوی    Half-fin)  نیم 

Anchovy)  های  از تکثیر سلول  تواندمیPC-3  

با مقدار    سرطان پروستات انسانی(  یسلولرده  )

 50IC    با لیتر  میلیر  د  گرممیلی   1/8برابر 

در آنها آپوپتوز    یالقاکرده و موجب  جلوگیری  

                           شش  پپتید  .(Song et al., 2014)شود  

شده  مشتق    FIMGPY  با توالی ای  اسید آمینه

غضروف پروتئین  هیدرولیز    اسکیت  ماهی  از 

(Skate  ،Raja porosaفعالیت   ی ضدتکثیر   ( 

را   با    HeLa  سرطانی  های سلول  علیهبالایی 

 50IC  81/4  میلی میلی در  داد.  گرم  نشان  لیتر 

پپتید    ،همچنین نسبت  میاین  افزایش  با  تواند 
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Bax/Bcl-2  فعال کاسپازو  باعث    3-سازی 

شود یک(Pan et al., 2016)  آپوپتوز   .                   

آمینهپنج    پپتید توالیای  اسید                          ILYMP  با 

پروتئین هیدرولیز   Cyclina  ایدوکفه  از 

sinensis  باعث افزایش  این پپتید    که  جدا شد

  BCL2و سرکوب بیان    3-و کاسپاز  BAXبیان  

سلول سرطان   یسلولرده  )  DU-145های  در 

 . (Yu et al., 2018)  شودمی  پروستات انسانی( 

مشتق شده    XXIIIپروتئاز  با  پپتید هضم شده  

درصد رشد    8/37از آب پخت ماهی تن با مهار  

سرطان   سلولی  فعالیت    MCF-7  پستانرده 

علاوه،  به  ضدتکثیری شدیدی از خود نشان داد.  

پپتید   بیان  این  کاهش  با  ،  BCL2همچنین 

PARPو تنظیم بیان    9-، کاسپازp53  و  BAX  

آپوپتوز   شد  MCF-7های  سلول  در  باعث 

(Hung et al., 2014).  Lee    همکارانش و 

پپتیدهای جدا شده  گزارش کردند که  (  2004)

فعالیت کاسپاز  آنچوی  ماهیاز   افزایش  و    3-با 

آپوپتوز را در رده سلولی لنفوم انسانی   8-کاسپاز

(U937 القا می اثر ضدسرطانی پپتیدها    کنند. ( 

توال  ،آمینه  هایدیاسنوع  به   نقطه   ، یطول 

ی  زیبار خالص، آبگر ،یوزن مولکول ک،یزوالکتریا

اسیدهای آمینه دوم آنها بستگی دارد. ساختار  و

ند از  هست  عبارت  رایج در پپتیدهای ضدسرطان

. اسیدهای آمینه آبگریز نیو لوس  نیزیل  ن،یسیگل

برهم در  مهمی  نقش  غشا  نیز  با  پپتید  کنش 

همچنین   دارند.  سرطانی  در    نیپرولسلول 

تنظیم و  سلول  غشا  با  کنش  برهم  یبرا  دهایپپت

است.  مهم    اری بسپپتید    یساختار  یریپذانعطاف

آسپارت  اتگلوتام   آمینه  هایدیاس   تیفعال  اتو 

 ی تومور  یهاسلول  یبر رو  یابالقوه  یریضدتکث

نشان داده شده است    همچنین،  .کنند اعمال می

 ای  نیآلان  لیفن  ن،یروزیت  یحاو  یدهایپپت  که

بیشتری   تیفعال  توانندمی  نیپرول ضدتکثیری 

مختلف نشان    مطالعات. در مجموع،  داشته باشند

ضدسرطانهاپپتیدکه    اندداده   یحاو  ی 

آبگر  یونیکات  نهیآم  هایدیاس   یساختارها  ،زیو 

تشک  دومی سلول می  لیرا  بر  که    یهادهند 

 ,.Chiangjong et al)  گذارندیم  ریثات  یسرطان

گلیسین،    .(2020 حاوی  حاضر  مطالعه  پپتید 

پرولین، گلوتامات و اسیدهای آمینه آبگریز مانند  

توانند برای اثرات  که میاست  تیروزین و والین  

اما  ،  پپتید تعیین کننده باشند ضدسرطانی این  

مطالعات   به  نیاز  فرضیه  این  روشن شدن  برای 

جهش و  توالی  ساختاری  روی  بر  هدفمند  زایی 

 .استاین پپتید 

در مجموع، در مطالعه حاضر نشان داده شد  

تواند موجب کوتاه می  ساخته شدهکه یک پپتید  

برنامه  یالقا سلولمرگ  در  شده  های ریزی 

شود. منشا اولیه این پپتید  4T1سرطان پستان 
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بوده   تن  ماهی  جانبی  محصولات  هیدرولیز  از 

و  است که می زیستی  فواید  نشان دهنده  تواند 

گونه    باشد. اینها  درمانی محصولات جانبی ماهی 

می تنها  نه  کاندیداهایی  پپتیدها    برایتوانند 

توان به عنوان  بلکه از آنها می  ، تولید دارو باشند 

سرطان  مکمل از  پیشگیری  برای  غذایی  های 

د. هرچند، برای رسیدن به این اهداف  کراستفاده  

های سلولی  باید سمیت و اثربخشی آن روی رده

سرطان   جانوریطور در مدل    مختلف و همین

 د. شومطالعه 
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Abstract  

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Chemotherapy drugs 

have many toxicities and side effects. Therefore, designing effective natural 

medicines with the least toxicity is very important. Aquatic organisms are a rich 

source of bioactive compounds including peptides with anti-cancer properties. In 

studies, it was shown that an 11-amino acid peptide derived from the hydrolysates 

of dark muscle by-products of tuna (Thunnus tonggol) has anticancer properties. 

In the present study, the effect of this peptide on the viability of 4T1 breast cancer 

cell line was evaluated using MTT assay and induction of apoptosis in these cells 

was assessed using flowcytometry and Real-time PCR. The results showed that 

this peptide inhibited cancer cell viability and induced 30.3% of apoptosis in 

these cells. The peptide acts through reducing the relative expression of the anti-

apoptotic BCL2 gene and increasing the relative expression of the pro-apoptotic 

BAX gene. Therefore, it can be suggested that this peptide has the potential to be 

more investigated for therapeutic purposes as well as for supplements with cancer 

prevention properties. 
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