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( علیه رده Carcharhinus dussumieri) دیسفچانهبررسی سمیت سلولی پروتئین غضروف کوسه 

 کشنده طبیعی خون یهاسلولآن بر  یکنندگفعال( و اثر SW742سلولی سرطان کلون روده )

 

 چکیده

ناعلاج مثل سرطان و روماتیسم مفاصل در خیلی  یهایماریبخصوصیات درمانی غضروف کوسه برای درمان 

 دیسفچانه یماهکوسهپروتئین غضروف  ریتأثمطالعه حاضر به بررسی  رونیازااز مطالعات به اثبات رسیده است. 

ی و فعالیت کشنده طبیع یهاسلولدر  NKP44و  NKG2D ،CXCR3 ،NKP46 یهاژنبر بیان 

 یماهکوسه شدهاستخراج ینپروتئ یهانمونه .پردازدیم( SW742علیه رده سلولی سرطان کلون روده ) هاآن

پروتئین  دادن استفاده شد. رسوب برای سولفات آمونیوم و هانمونهبرای محلول سازی  PBS بافر محلول در

 منظوربهلم خون محیطی افراد سا. تعیین گردید SDS-PAGEبا استفاده از روش  دالتون لویک 5/14با وزن 

با استفاده از رنگ تریپان بلو بررسی شد. فعالیت سمیت  شدهاستخراجبعد از مواجهه با پروتئین  یمانزندهتعیین 

بررسی  MTTدر آزمایش از طریق آزمایش  شدهاستفادهکشنده طبیعی علیه رده سلولی  شدهفعالهای سلول

بیشترین  یترل یکروم 15با حجم  شدهاستخراجپروتئین  تریلیلیمبر  کروگرمیم 3ن داد غلظت نتایج نشا د.گردی

کشنده طبیعی به میزان  یهاسلولسمیت سلولی همچنین  (.> 05/0Pفعالیت سمیت سلولی را داشته است )

پروتئین با  یترل یکروم 15ساعت زمان مواجه و حجم  18 زمانمدتدر  کهینحوبه افزایش یافت توجهقابل

 ،NKG2D یهاژن بیشترین فعالیت کشندگی را داشته است. بیان تریلیلیمدر  کروگرمیم 3غلظت 

CXCR3، NKP46 و NKP44 یهاغلظت با طبیعی کشنده یهاسلول مواجهه ساعت 18 و 8 ،4 از بعد 

پروتئین (  >5/0P)درصد نشان دادند  5را در سطح  یداریمعنتفاوت  یدالتون لویک 5/14 پروتئین متفاوت

شود و این بهبود عملکرد در پی افزایش عملکرد  منجر به بهبود کیفیت سیستم ایمنی تواندیمغضروف کوسه 

بر بیان ژن  تواندینماتفاق بیفتد ولی این پروتئین  تواندیمسرطانی  یهاسلولکشنده طبیعی علیه  یهاسلول

 داشته باشد. ریتأث T یهاسلولروی  یهارندهیگ

 

 .، کلونشدهاستخراج یهانیپروتئکشنده طبیعی، بیان ژن،  یهاسلول، دیسفچانهکوسه  :یکلید واژگان
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کشف و استخراج کرده  هاانوسیاقآبی بخصوص  یهاستمیاکوسگذشته علم شیمی دریا هزاران ماده شیمیایی و پزشکی جدید را در  یهادههطی 

استخراج این مواد برای درمان  .(Mehbub et al, 2014 ؛Gerwick and Moore, 2012؛ Fenical and Jensen, 2006) است
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دریایی در بدن موجودات زنده وجود دارد ناشی از شرایط زیستی خیلی  یهاطیمحایی که در یدریایی بودند. تنوع بالای مواد شیم مهرگانیبشدند 

 .(Feloren et al., 2020) هاستآنتنوع بالای ژنتیکی  جهیدرنتو  هاستمیاکوسدر این  هاآنمتفاوت 

 یهامولکولتا به امروز تنها بخش کوچکی از این  کشف و استخراج کرده است هاستمیاکوساگرچه بیوشیمی دریا هزاران ترکیب طبیعی را در این 

. در بین این (Jim, 015؛ Dyshlovoy, 2020؛ Rangel and Falkenberg)اندداکردهیپدریایی قابلیت استفاده در علم پزشکی را 

 ، ترابکتودین(Eribulin mesylate) ، اریبولین مسیلات(Cytarabine) سیتارابین ازجملهدریایی پنج ترکیب خیلی مهم  یهامولکول

(Trabectedin)برنتوکسیماب وتودین ، (Brentuximab vedotin ) یکونوتیدزو (Ziconotide )یضد سرطانترکیبات با خاصیت  عنوانبه 

واقعیت است که بیماری  یکینا (.Nigam et al., 2019 ؛Jimenez et al., 2020 ( اندشدهبازار دارو  و برای درمان سرطان شناسایی و وارد

 بینینازاسن و جنس و عوامل محیطی متفاوت است که  بر اساسمشکلات سلامتی است که بروز انواع سرطان  ینتربزرگسرطان امروزه یکی از 

 هاکوسه"ویلیام لین و لیندا ادعا کردند که  که یزماناز  و (Dosay-Akbulut et al., 2020)است.  هاآن ینترشناختهسرطان روده یکی از 

از  شدهاستخراجاست و از آن به بعد چندین محصول  شدهمطرحیک ماده با پتانسیل ضد سرطان  عنوانبه هاکوسه، غضروف "رندیگینمسرطان 

سرطان، آرتروز مفاصل، آرتروز استخوان، اسکلروزیس سیستمیک و  ازجمله ییهایماریبغذایی جهت درمان  یهامکمل عنوانبهغضروف کوسه 

ده ها محصول مشتق از (. Hammerness and Sollars, 2002) است شدهعرضهیا گلوکوم در انسان و حیوانات به بازار  اهیسآبهمچنین 

 تیاستئوآرتر ،(arthritis) تیمانند سرطان، آرتر( degenerative) ویدژنرات یهایماریب درمان یبرا ییغذا یهامکمل عنوانبهغضروف کوسه 

(osteoarthritis)، کیستمیاسکلروز س (systemicsclerosis )است  شدهیمعرفبه مردم  واناتیانسان و ح یعروق یعصب نیو گلوکوم

(Hammerness et al., 2002 ؛Arjmand et al., 2022). 

خیلی از محققین ادعا  کهیطوربهاست.  منتشرشدهچندین مطالعه متناقض و دارای ابهام در خصوص غضروف کوسه و خاصیت ضد توموری آن  

 Horsman et) شودیمجلوگیری از رشد تومور  جهیدرنتزایی و  ضد رگ یهارندهیگ یهاژنکه غضروف کوسه منجر به بیان بالای  اندکرده

al., 2009 ؛Onzalez et al., 2001).  از  هامهارکنندهجداسازی این  درصددزایی غضروف کوسه منجر شده که محققین  ضد رگاین ویژگی

. از طرف دیگر (Hammerness and Sollars, 2002) انسانی پیشنهاد دهند یهایماریبرا جهت استفاده در درمان  هاآنغضروف شوند و 

 هاانسانرا تنها به خاطر فرار از ترس ذاتی  ضد سرطانیک ماده درمانی  عنوانبهدم عامه به غضروف کوسه و مر هارسانهبرخی محققین توجه 

خاصیت درمانی قابل قبولی از خود نشان  اصلاًکه این ماده در مراحل یک و دو استفاده کلینیکی  اندکردهو بیان  انددانستهنسبت به سرطان 

ش این تناقض در خصوص کارایی کلینیکی غضروف کوسه در درمان بیماری سرطان، وظیفه جامعه علمی این است کاه منظوربه رونیازا. دهدینم

 ,.Loprinzi et al) علمی و عملی خاصیت ایمونوتراپی غضروف کوسه را به اثبات برسانند صورتبهکه از این دانش کاذب جلوگیری کرده و 

از  شدهاستخراجکیلو دالتونی  14( اقدام به بررسی اثرات پروتئین 2015و همکاران ) Safariا در همین راست (.Miller et al., 2019؛ 2005

و  یکنندگکیتحردارای قابلیت  شدهاستخراج یهانیپروتئنشان داد که  هاآندندریتیک پرداختند. نتایج  کنندهفعال یهاسلولبر روی  یماهکوسه

 باتیترک یمحتوا نییتع باهدف ( یک پژوهش2023و همکاران ) Rakhmiyatiسرطانی است.  یهاسلولسیستم ایمنی علیه  یکنندگفعال

با  عیما ی، کروماتوگرافمورداستفادهروش  اندداده( انجام Carcharhinus sorrahسولفات در عصاره غضروف کوسه ) نیتیو کندرو نیگلوکزام

 نیتیو کندرو نیگلوکزام باتیترک یحاو SCعصاره  قیتحق نیا جینتا ؛ کهبود pH 3در  می( با محلول بافر فسفات پتاسHPLCبالا ) ییکارا

 .ییرگ زا ندیزخم و کمک به فرآ امیاز الت اندعبارتدارند که  یسلامت یبرا یاریبس دیفوا بیدو ترک نیاکه  بود قهیدق 1.914ماند  بازمانسولفات 

 میبدخرا بر فرایند رگ زایی تومورهای  یماهکوسهاز  شدهاستخراججدید  یدهایپپت( اثرات پلی 2007و همکاران ) Zhengدر مطالعه دیگری 

رگ بر کنترل  یداریمعنمذکور اثرات  یهانیپروتئکه  گونه مدل استفاده گردید عنوانبهبررسی کردند. در این مطالعه از جنین ماهی گورخری 

را بر  یماهکوسهاز  شدهاستخراج یهانیپروتئ یضدالتهابو  یکنندگکیتحر( اثرات 2020) Safari and Hassanداشتند. علاوه بر این  ییزا
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است که روی  یریتأثبه علت  عمدتاً  هایماهکوسهاز غضروف  شدهاستخراج یهانیپروتئعملکرد مختلف سرطانی بررسی کردند.  یهایماریب

 یماهکوسهموجود در غضروف  یهانیپروتئ. از طرفی گذارندیم هاسلول DNAدر  هاجهشرگ زایی و ممانعت از ایجاد تغییرات و  یهاتیفعال

بافت سرطانی شده مانع از توسعه و پیشرفت سرطان  یهاسلولتقسیم سلولی از طریق ممانعت از تکثیر و مهاجرت  یهاتیفعالقادر هستند با مهار 

بر  یمهارکنندگاثر  توانندیم U-995ان کردند که فرکشن های پروتئینی ( در مطالعه مشابهی عنو1383شوند. در این راستا شاهرخی و همکاران )

 .شوندیماندوتلیالی عروق داشته باشند و موجب مهار فرایند کلاژنولیز  یهاسلولمهاجرت و تکثیر 

است. این کوسه بومی اقیانوس ( Carcharhinidae)( یکی از اعضای خانواده کاراسینیده Carcharhinus dussumieri) دیسفچانهکوسه  

 Tabarestani et؛  ;Shahiri et al., 2018) و جاوا اندونزی، ژاپن و استرالیا پراکنش دارد فارسجیخلآرام است که از دریای عرب تا -هند

al., 2017) د از کل بیوماس صید را تشکیل درص 3تا  2استرالیا حدود  یهاآبو در  شودیم اگرفتهیدراز  معمولاًصید ضمنی  عنوانبه. این کوسه

به میزان خیلی بالایی پروتئین دارد. شواهد اخیر نشان داده که غضروف کوسه منجر به تحریک سیستم  یماهکوسه. پوست و غضروف این دهدیم

منجر به افزایش خاصیت سمیت  تیدرنهاکه  شودیمعوامل سمیت سلولی و نکروز کننده  یهاژنافزایش بیان  جهیدرنتو  T یهاسلولایمنی و 

الب قکه در مطالعه حاضر  رونیازا. (Shagiri et al., 2018) گرددیم( Natural killer cells)کشنده طبیعی  یهاسلولسلولی و فعالیت 

تا ی غضروف کوسه شده است که بتواند تناقض مطالعات و ادعاهای قبلی را در خصوص خاصیت ضد سرطان یزیرهیپااین مبنا  بر یدکتررساله 

که در شرایط آزمایشگاهی برای انجام مطالعات زیستی  SW742در همین راستا رده سلولی  حد ممکن از طریق بررسی مکانیسم ژنی کاهش دهد.

که با توجه به خواستگاه آن در روده انسان آن را رده  استاست تهیه گردید. این رده سلولی از نوع ادنوکارسینوم  شدهیطراحبر روی سرطان کلون 

طبیعی فرایند  یهارندهیگ بامطالعه شدهاستخراج یهانیپروتئ ریتأثتحت  شدهانیب یهاژن. همچنین نوع نامندیمسلولی کولون انسانی نیز 

برای میزبان موجب لیز شدن  اختصاصی یهامولکول. این گرددیممعین  NKP44و  NKG2D ،CXCR3 ،NKP46سیتوتوکسیسیتی 

از  شدهاستخراجفرکشن های پروتئین  میرمستقیغبدین منظور سمیت سلولی  (.1393)پاک و همکاران،  شوندیمسرطانی  یهاسلولبسیاری از 

، NKG2D یهاژنبیان  یریگاندازه)رده سلولی سرطان کلون روده انسان( از طریق  SW742سفید علیه رده سلولی  یماهکوسهغضروف 

CXCR3 ،NKP46  وNKP44  یاهستهتک یهاسلولدر T قرار گرفت. یموردبررس 

 

 هاروشمواد و 

 فارسجیخلگرم از سواحل  4382 ± 135با میانگین وزنی  دیسفچانه یماهکوسهعدد  10تعداد  صورت گرفته است 98 که در سال در این مطالعه 

نجام شد. ا دیسفچانهغضروفی بدن کوسه  یهابخشاز  یبردارنمونهدر محدوده بندر بوشهر صید شدند. برای استخراج پروتئین غضروف کوسه، 

با استفاده از دستگاه فریز درایر لیوفیلیزه شدند و  هانمونهگراد نگهداری شد، سپس درجه سانتی -20غضروف چرخ شدند و در دمای  یهانمونه

 Safari) میکرومتر عبور داده شدند. غضروف الک شده تا زمان انجام آزمایش اصلی در یخچال نگهداری شد 170از الک با اندازه چشمی  تینهادر

et al., 2015.) 

و ضد پروتئازهای  دیکلرا درویهمولار گوانیدین  4مولار هموژن شدند.  1/0غضروف پخته شدند و سپس با استفاده از بافر سدیم استات  یهانمونه

گرم از غضروف  1( به محلول بافری فوق افزوده شد. سپس به میزان PMSFو فنیل متیل سولفونیل فلوراید ) (EDTAدیامین تترا استیک اسید )

 4000تریفیوژ شد )دقیقه سان 30به مدت  آمدهدستبههموژن شد. سوسپانسیون  گرادیسانتدرجه  40از این بافر در دمای  تریلیلیم 10پخته شد در 

rpm)  20با  شدهیآورجمعاز سوپرناتانت  تریلیلیم 100نگهداری شد. حدود  گرادیسانتدرجه  -20و سپس سوپرناتانت آن جدا شد و در دمای 

دقیقه سانتریفیوژ  45به مدت  تیدرنهاساعت انکوبه شد و  24به مدت  گرادیسانتدرجه  4مخلوط شد و در دمای  آبیبگلیکول  لنیاتیپلگرم از 
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دیالیز شد. فرکشن  گرادیسانتدرجه  4ساعت در دمای  24ماده رسوب یافته در بافر فسفات حل و به مدت  تیدرنهاانجام شد.  rpm 4000با دور 

 (.Safari et al., 2015) های پروتئینی درون محلول دیالیز شده با استفاده از آمونیوم سولفات رسوب داده شد

( Bradford protein assay) تکنیک بردفورد یماهکوسهاز غضروف  جداشدهتعیین غلظت و فراوانی پروتئین در کمپلکس پروتئینی  منظورهب

ویال ریخته شد  5درون  ( بافر فسفات و آلبومین بهتریل کرویم 90و  70، 50، 30، 10متقابل ) یهاحجماز  تریل کرویم 100 درمجموعاستفاده شد. 

از  هرکدامورتکس شدند. میزان جذب نوری  تیدرنهاها اضافه شد و از ویال هرکدامکوماسی بلو به  شدهساختهمحلول تازه  از تریلیلیم 5و سپس 

 Spectra-MAX-PLUS 384 UV–visibleنانومتر با استفاده دستگاه اسپکتروفتومتر ) 595 موجطولدر  هامحلولاین 

spectrophotometer؛Molecular Devices, USA غضروف  یهانمونه( تعیین شد و نمودار کالیبراسیون برای سنجش میزان پروتئین

 .(1388 همکاران، و بارگاهی) کوسه تهیه شد

( صورت گرفت. برای این منظور خون تازه از افراد 2017و همکاران ) Núñezروش  بر اساسخون محیطی  یاهستهتک یهاسلولجداسازی 

و  Sheikhiروش  بر اساسخون محیطی  یاهستهتک یهاسلولسالم گرفته شد و با میزان برابری محلول بافر فسفات مخلوط شد. انکوباسیون 

انتقال یافت و سپس در دور ( Ficoll-paque media)ل های حاوی مدیای فیکوبه داخل فالکون شدهقیرق( انجام شد. خون 2014همکاران )

2500 rpm  بافر فسفاتمرتبه با  3جداسازی و  الذکرفوق یهاسلولسانتریفیوژ شد. لایه رویی  گرادیسانتدرجه  4دقیقه در دمای  20به مدت 

با  MTTبا استفاده آزمایش  هاآن یانموزنده( سوسپانسیون شدند درصد 10) RPMI-FBSدر مدیای  هاسلولشدند. سپس این  وشوشست

 (.1بررسی شد )رابطه  تریلیلیمسلول در  610 یریکارگبه

 :1رابطه 
(%) زنده مانی =

 سلول زنده

سلول مرده
× 100 

 

از افراد سالم با میزان برابری  شدهیآورجمعمیزان خیلی کمی از خون خون محیطی از افراد داوطلبی همراه با رضایت کامل اخذ گردید.  یهانمونه

دقیقه  15به مدت  rpm 900کشنده طبیعی با استفاده از مدیای فیکول و طی سانتریفیوژ با دور  یهاسلولمولار مخلوط شد.  2/0 بافر فسفات

( با استفاده از 610) هاسلولساعت انکوبه شد. این  2به مدت  گرادیسانتدرجه  37جداسازی شدند و سپس سوسپانسیون سلولی حاصل در دمای 

 یسازفعالاز غضروف کوسه فعال شدند.  شدهاستخراج دالتون یلوک 5/14از فرکشن پروتئینی با وزن  تریلیلیممیکروگرم بر  3و  2/0 یهاغلظت

 .(1388)بارگاهی و همکاران،  ساعت انجام شد 18و  8، 4به مدت  گرادیسانتدرجه  37و در دمای  یاخانه 96در میکروپلیت های  هاسلولاین 

-RPMIدر محیط  هاسلولرازی تهیه شد. این  یسازواکسنو  یسازسرماز موسسه تحقیقات ( SW742ی سرطان کلون )هاسلولرده سلولی  

-؛ و التریلیلیمدر  گرمیلیم 100، نیلیسیپن؛ تریلیلیمدر  گرمیلیم 100حجمی/حجمی؛ استرپتومایسین،  درصد 5سرم جنین گاو، ) 1640

 گرادیسانتدرجه  36اکسیژن و دمای  درصد 95کربن و  دیاکسید درصد 5شرایط محیط کشت نیز با ( کشت داده شدند. میلی مولار 2گلوتامات، 

سازی تریپسین استفاده  رفعالیغ منظوربه بافر فسفاتاز همدیگر استفاده شد و سپس محلول  هاسلولجدا کردن  منظوربهمحیا شده بود. تریپسین 

 یآورجمعبعد از سانتریفیوژ  SW742رسوب یافته  یهاسلولدقیقه سانتریفیوژ شد.  5به مدت  rpm 18000شد و این سوسپانسیون سلولی در دور 

 .(1388و همکاران،  ی)بارگاه شدند

استفاده  MTTکشنده طبیعی از آزمایش  یهاسلولبررسی خاصیت محرک بودن فرکشن پروتئینی جداسازی شده از غضروف کوسه بر  منظوربه 

( به درون میکروپلیت ریخته و مخلوط شدند. 50:1؛ و 25:1؛ 10:1) SW742 یهاسلولبه نسبت  NK شدهفعال یهاسلول کهیطوربهشد. 

 تیدرنهاکشت داده شدند و  گرادیتساندرجه  37محلول کنترل استفاده شد. مخلوط سلولی به مدت سه روز در دمای  عنوانبه بافر فسفاتمحلول 

مخلوط  DMSOاز  تریل کرویم 100بررسی شد. سپس سوپرناتانت جداسازی و با  هاسلولوضعیت  MTTمحلول  تریل کرویم 25با استفاده از 
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 تعیین( 2)با استفاده از فرمول  NK یهاسلولقرائت شد. فعالیت  هاآننانومتر میزان جذب  540 موجطولشدند و سپس با دستگاه الایزا ریدر در 

 :(Safari and Hasan, 2020) شد

(%) فعالیت سلولهای کشنده طبیعی :2رابطه  = 1 − (OD (E + T) − ODE)/ODT × 100 

 

 .(2007و همکاران،  Zheng) است SW742 یهاسلولو  NK یهاسلولبه ترتیب میزان دانسیته نوری  ODTو  ODEدر این فرمول 

 2*104بررسی شد. بدین منظور  MTTبا استفاده از آزمایش  SW742 یهاسلولغضروف کوسه علیه  یهانیپروتئسمیت سلولی مستقیم  

در میکروپلیت از غضروف کوسه  شدهاستخراجکیلودالتون  14.5پروتئین  تریلیلیممیکروگرم بر  3و  2/0 یهاغلظتدر معرض  SW742سلول 

به هر  MTTاز محلول  تریل کرویم 10انکوبه شدند و سپس  گرادیسانتدرجه  37ساعت در دمای  4به مدت  هاسلول قرار گرفت.خانه  96های 

مولار و  2پتاسیم هیدروکسید  تریل کرویم 120ساعت انکوباسیون شدند. بعد از انکوباسیون محلولی حاوی  4چاهک افزوده شد و دوباره به مدت 

 rpm 900ساعت انکوبه شدند. سوسپانسیون سلولی حاصل در دور  24به مدت  هاسلولشد و  به هر چاهک اضافه DMSO تریل کرویم 140

ها در میزان جذب نوری پلیت تیدرنهااز سوسپانسیون سلولی به درون میکروپلیت های الایزا ریخته شد.  تریلیلیم 1/0سانتریفیوژ شدند و سپس 

 تعیین شد: 3وتئین مذکور با استفاده از رابطه ی پربررسی شد و سمیت سلولنانومتر  600-550بین  موجطول

(%) سمیت سلولی :3رابطه  = (OD Ncontrol − Ntest)/(OD Ncontrol) × 100 

                                                        

 Safari) است SW742 یهاسلولحاوی  یهاچاهککنترل و  یهاچاهکمیزان تراکم نوری  OD Ntestو  OD Ncontrolدر این فرمول 

et al., 2015.) 

 Triozolبا استفاده از کیت تریزول ) هاسلول mRNAابتدا کل  NKP44و  NKG2D ،CXCR3 ،NKP46 یهاژنبرای سنجش بیان 

Rigent, Jena Bioscience GmbH, Jena Germany)  کیفیت و کمیت  دستورالعمل کارخانه استخراج شد. بر اساسوmRNA 

 cDNAنانومتر بررسی شد.  280/260نانومتر و  260 موجطولو دستگاه اسپکتروفتومتر در  درصد 1ژل آگاروز  ازبه ترتیب با استفاده  شدهاستخراج

در سه تکرار با استفاده از پروتکل  qPCR یهاواکنششد.  سنتز Thermo Fisher Scientificساخت شرکت  cDNAکیت با استفاده از 

-Relative Expression Software Tool for Rotor- Gene (REST افزارنرمبا استفاده از  آمدهدستبه یهادادهانجام شد. استاندارد 

RG, version 3) ژن رفرنس استفاده شد و میزان بیان  عنوانبهاکتین -آنالیز شدند. هر نمونه در سه تکرار بررسی شد و از ژن بتاmRNA  با

 (.Livak and Schmittgen, 2001) تعیین شد ΔΔct-2استفاده از روش 

اسمیرنوف  -بیان شدند. آزمون کولموگروف SD ±میانگین  صورتبه هادادهبررسی شدند. همه  22نسخه  SPSS افزارنرمبا استفاده از  هاداده

برای  و آزمون دانکن طرفهکیواریانس  زیآنال یهاآزمون با استفاده از هادادهتعیین نرمالیته و هموژنی داده استفاده شد. تفاوت آماری  منظوربه

در  داریمعندرصد  95درصد و فاصله اطمینان  5 یداریمعنآزمایشی در سطح  یهاگروهبین  هانیانگیماختلاف استفاده شد.  هانیانگیممقایسه 

 است. شدهدادهنشان  >05/0P صورتبهآزمایشی  یهاگروهو  هادادهتفاوت آماری  (.>05/0P) نظر گرفته شد
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 یدسفچانهاز غضروف کوسه  شدهاستخراج هایینپروتئهای فرکشن SDS-PAGE: ژل الکتروفوروزیس 1شکل 

(Carcharhinus dussumieri)  دانشگاه دزفول 1398سال. 

 است. دالتون یلوک 5/14دارای وزن مولکولی متوسط  شدهاستخراجفرکشن اصلی پروتئین  

 

 نتایج

این ژل فرکشن های انتقال یافت.  SDS-PAGEپروتئینی بر روی ژل  یهاجناحبرای شناسایی پروتئین جداسازی شده از غضروف کوسه 

نمایان  ادیوزکممولکولی  یهاوزنآنالیز ژل مذکور چندین پروتئین با  بر اساس(. 1پروتئینی جداسازی شده از غضروف کوسه را نشان داد )شکل 

 نمایان شد. دالتون یلوک 5/14 یمولکولبا وزن  SDS-PAGEیک تک باند بر روی ژل  صورتبهشد. پروتئین تخلیص شده 

نشان ندادند  یداریمعنبین تیمارهای مختلف در طول دوره آزمایش تفاوت  NKP44و  NKG2D ،CXCR3 ،NKP46 یهاژنمیزان بیان 

نشان  3در شکل  SW742 یهاسلولعلیه  شدهاستخراجآزمایشی پروتئین  یهاغلظتت سلولی (. همچنین میزان سمی>05/0P ،2)شکل 

سمیت سلولی بسیار کمتری در مقایسه با  شدهاستخراج دالتون یلوک 5/14از پروتئین  تریلیلیممیکروگرم بر  2/0غلظت  یطورکلبهاست.  شدهداده

سمیت سلولی این پروتئین علیه رده سلولی سرطانی شده با غلظت و  ساعت از خود نشان داد. 24در بازه زمانی  تریلیلیممیکروگرم بر  3غلظت 

پروتئین برای  این تریلیلیممیکروگرم بر  3و  2/0ساعت میزان سمیت سلولی هر دو غلظت  8و  4 زمان رابطه مستقیم نشان داد. طی بازه زمانی

 (.> 05/0P) مشاهده شد یتوجهقابلساعت تفاوت  24نشان مشاهده نشد ولی بعد از تفاوتی  شدهاستفادهرده سلولی 
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ساعت  18و  8، 4( بعد از Dو  A ،B ،C)به ترتیب  NKP44و  NKG2D ،CXCR3 ،NKP46 یهاژنبیان : 2شکل 

از غضروف کوسه  شدهاستخراج یدالتون یلوک 5/14متفاوت پروتئین  یهاغلظتکشنده طبیعی با  یهاسلولمواجهه 

 .(Carcharhinus dussumieri) یدسفچانه

 

 
از غضروف کوسه  شدهاستخراج یدالتون یلوک 5/14: فعالیت سمیت سلولی فرکشن پروتئین با وزن مولکولی 3شکل 

 مختلف. یهاحجممتفاوت این پروتئین در  یهاغلظتبعد از مواجهه با  (Carcharhinus dussumieri) یدسفچانه
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است. نتایج  شدهدادهنشان  4از غضروف کوسه در شکل  شدهاستخراجپس از مواجهه با پروتئین  (NK) کشنده طبیعی یهاسلولمیزان فعالیت 

افزایش یافت و این افزایش فعالیت با  یتوجهقابلبه میزان  شدهاستخراجپس از رویارویی با پروتئین  هاسلولنشان داد که میزان فعالیت این 

در  هاسلولبین فعالیت این  یداریمعنساعت اول آزمایش تفاوت  24طی (. > 05/0P) ایش غلظت و زمان مواجهه رابطه مستقیم نشان دادافز

اگرچه در مطالعه حاضر بین  (.> 05/0P) ( مشاهده نشدتریلیلیممیکروگرم در  3در غلظت  جزبه)متفاوت پروتئین استفاده  یهاحجمو  هاغلظت

از این پروتئین  تریل کرویم 5تفاوتی مشاهده نشد ولی در حجم  شدهاستخراجاز پروتئین  تریلیلیممیکروگرم بر  3و  2/0 یهاغلظتلی سمیت سلو

در مواجهه  هاسلولساعت انکوبه شدن این  72بعد از  .افزایش نسبی مشاهده شد 15و  10 یهاغلظتدر مقایسه با  NK یهاسلولمیزان فعالیت 

و  10، 5 یهاحجمافزایش یافت ولی در  هاآناین پروتئین میزان فعالیت  تریلیلیممیکروگرم بر  2/0با غلظت  تریل کرویم 15و  10 یهاحجمبا 

 (.> 05/0Pمشاهده نشد ) هاآنتفاوتی در فعالیت  تریلیلیممیکروگرم بر  3با غلظت  تریل کرویم 15

 

 
متفاوت سوسپانسیون پروتئینی با وزن  یهاحجم( پس از مواجهه با NKکشنده طبیعی ) یهاسلول: فعالیت 4شکل 

 است. شدهاستخراج (Carcharhinus dussumieri) یدسفچانهکه از غضروف کوسه  یدالتون یلوک 5/14مولکولی 

 

 گیریو نتیجهبحث 

 Lagman and ؛Molaie et al., 2019) است شدهمانجامطالعات زیادی  یماهکوسهدر خصوص خواص دارویی و ضد سرطانی غضروف 

Walsh, 2003؛ Rakhmiyati et al., 2023.)  متعددی مطالعاتدر  یماهکوسهو ضد توموری غضروف  ییرگ زاعلاوه بر این خواص ضد 

 Onzalez et؛ Kang et al., 2003؛ Ghen et al., 2022؛ Gingers et al., 2000؛ Cho and kim, 2002) به اثبات رسیده است

al., 2001) .جهت مبارزه  دخیل در سیستم ایمنی یهاسلولغضروف کوسه در بهبود و تحریک  یهانیپروتئتوانایی مطالعات متعددی  تاکنون

در سال  Safari and Hassanمثال  طوربه(. Zheng et al., 2015 ؛Safari and Hassan, 2020) اندکردهسرطانی را اثبات  یهاسلولبا 

 rheumatoid) دیروماتوئ تیآرتر ینیدرمان سرطان توسط بخش پروتئ یبرا ییرگ زاو مهار  یمنیا کیتحر که ندبه این نتیجه رسید 2020

arthritis )کانیتوسط پروتئوگل یضدالتهاب، پاسخ حالینباا. شودیالقا م (proteoglycan )سولفات  نیتیو کندرو(chondroitin sulfate ) القا

 که است شدهداده نشان مطالعات از برخی در همچنین هستند. دیمف سیازیو پسور دیروماتوئ تیآرتر ازجمله یالتهاب هاییماریب یکه برا شودیم
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 یهانیپروتئهای متفاوت درمانی فرکشن ییافزاهمخاصیت  کهیطوربهاست،  برخوردار بالایی اهمیت از کوسه غضروف یهانیپروتئ تخلیص

نشان  SDS-PAGE یهاافتهیدر این مطالعه  .(Molaie et al., 2019)از غضروف کوسه در درمان موش سرطانی مشاهده شد  شدهاستخراج

 یهاافتهیاست و میزان این فرکشن در مقایسه با فرکشن اصلی در این ژل را تشکیل داده  دالتون یلوک 5/14با وزن مولکولی  یهانیپروتئداد که 

 Rabbani-chadegani)جداسازی کرده بودند، بالاتر است  را از غضروف کوسه دالتون یلوک 7/13محققان دیگری که فرکشن پروتئینی با وزن 

et al., 2008)همچنین در مطالعه  ؛ وRakhmiyati ( 2023و همکاران )نشان داد که قیتحق نیا جینتا ( عصارهCarcharhinus sorrah )

اند از دارند که عبارت یسلامت یبرا یاریبس دیفوا بیدو ترک نیاکه  بود قهیدق 1.914سولفات بازمان ماند  نیتیو کندرو نیگلوکزام باتیترک یحاو

کیلو دالتونی  14( اقدام به بررسی اثرات فرکشن های پروتئینی 2015و همکاران ) Safariدر همین راستا  .ییرگ زا ندیزخم و کمک به فرآ امیالت

 عنوانبهفوق قادر هستند  یهانیپروتئکردند. نتایج نشان داد که دندریتیک  یهاسلولمحرک  عنوانبه یماهکوسهاز غضروف  شدهاجاستخر

 یهاسلولتحریک  ازنظرتحقیق پیش رو  یهاافتهیکنند. این نتایج با  ینیآفرنقشسرطانی  یهاسلولایمنی علیه  یهاسلولاصلی  یهامحرک

با وزن مولکولی  یهانیپروتئهمچنین این نتایج با مطالعات قبلی که  مطابقت داشت. SW742کشنده طبیعی علیه رده سلولی سرطانی کلون 

 Rabbani-chadegani) بررسی کردند مطابقت دارد هاآن یضد سرطاناز غضروف کوسه جداسازی کرده بودند و خاصیت  دالتون یلوک 5/14

et al., 2018 ؛Bargahi et al., 2011.)  از غضروف کوسه  شدهاستخراجفرکشن های پروتئینی  نیترمهمکه  اندکردهمحققین دیگری ادعا

 Safari)دارد  تطابق نتایج این تحقیقنیز با  هاآن یهاافتهیهستند و  دالتون یلوک 15و  14دارای وزن مولکولی  رادارندکه نقش محرک ایمنی 

et al., 2015). 

و  هاسلولنقش حیاتی در عملکرد این  اندمستقرشده کشنده طبیعی یهاسلولممانعت کننده که بر روی  یهارندهیگعات نشان داده است که مطال

 کنندهفعال یهاژنکه  انددادهمطالعات نشان  .(Guia et al., 2006؛  Pfeifer et al., 2018؛He et al., 2017) دارندعهدهبر  هاآنفعالیت 

نقش مهمی در شروع فعالیت و تحریک  NKP44و  NKG2D ،CXCR3 ،NKP46 ازجملهکشنده طبیعی  یهاسلولروی سطح  یهارندهیگ

 ریتأث دیسفچانه یماهکوسهاز غضروف  شدهاستخراج. در مطالعه حاضر نشان داده شد که پروتئین کنندیمدر سیستم دفاعی اعمال  هاسلولاین 

 CXCR3و  NKG2D اندداشتهکه بیان  اشاره نمود دیگری مطالعاتبه  توانیم هاافتهینداشته است. در توجیه این  هاژندر بیان این  یتوجهقابل

 ;Muntasell et al., 2016) اندنداشتهکشنده طبیعی در پی مواجهه با پروتئین غضروف کوسه نقشی  یهاسلولو تحریک توسعه و بلوغ  در

Wensveen and Jelene, 2018 ؛Sheppard, 2013.)  ( که اقدام 1388توسط بارگاهی و همکاران ) شدهانجامبا نتایج مطالعات  هاافتهیاین

عنوان کردند  هاآنکرده بودند، مطابقت داشت.  یماهکوسهکشنده طبیعی از  یهاسلولمحرک سیتوتوکسیک  یهانیپروتئبه تخلیص و جداسازی 

سرطانی  یهاسلولکشنده علیه  یهاسلولتحریک  تیدرنهاو  CXCR3و  NKG2D یهارندهیگمذکور موجب افزایش  یهانیپروتئکه 

کشنده طبیعی پس از مواجهه  یهاسلولبر روی  NKP46و  NKG2D یهاژن یهارندهیگکه  شدهانیبدیگری  یامطالعههمچنین در . شوندیم

پاسخ وابسته به زمان  CXCR3در مطالعه حاضر بیان ژن . (Sheppard, 2013) شوندینماز غضروف کوسه فعال  شدهاستخراج یهانیپروتئبا 

 CXCR3به پروتئین غضروف کوسه نشان داد و این نتیجه با تحقیق دیگری که نشان داد غضروف کوسه منجر به تنظیم لیگاندهای مربوط به 

 شدهشناخته افتهیزیتماکشنده طبیعی  یهاسلولبرای مارکر خاص  عنوانبه NKP46ژن (. Metzemaekers, 2013)، مشابهت دارد شودیم

کرد و طی این  یبنددستهبه مراحل تکاملی و بلوغی متفاوت  توانیمرا  کنندیمکشنده طبیعی که این ژن را بیان  یهاسلول کهیطوربهاست، 

 شوندیمدیگری بیان  یهامولکولسیتوکین ها، کموکین ها و  یهارندهیگ ازجملهتکامل یا توسعه سلولی، ژن مارکرهای سطحی 

(Malarkannan, 2018 ؛Conelley, 2014.)  نتایج مطالعه حاضر در خصوص ژنNKP46  بین تیمارهای مختلف در  یداریمعنتفاوت

( نشان دادند 2011و همکاران ) Robertمشابه  یامطالعهساعات مختلف انکوباسیون و در پی مواجهه با پروتئین غضروف کوسه نشان نداد. در 
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سیستم گردش خون پستانداران  T یهاسلولدر  NKP46 یهارندهیگبر روی  یکنندگفعال ریتأثاز غضروف کوسه هیچ  شدهاستخراجکه پروتئین 

 . (Horton and Mathew, 2015) ندارد

سلولی توموری در  یهاردهکشنده طبیعی در از بین بردن  یهاسلولافزایش دادن فعالیت  جهیدرنتو  NKP44سمیت سلولی ناشی از بیان ژن 

؛ Kosental et al., 2008؛ Rajagopalan and Long, 2019؛ Parodi et al., 2019) از مطالعات به اثبات رسیده استشمار زیادی 

Sheikhi et al., 2008.)  شدهاستخراجکشنده سلولی با پروتئین  یهاسلولدر پی مواجهه  یتوجهقابلتغییر  گونهچیهدر مطالعه حاضر این ژن 

بر بیان این ژن نداشته است و از طرفی فعالیت  یریتأث شدهاستخراجگفت که پروتئین  توانیم رونیازااز غضروف کوسه از خود نشان نداد. 

نتایج نشان داد که سمیت سلولی  حالنیباا (.Sheikhi et al., 2008) دیگر باشد یهاژنبه دلیل بیان  تواندیم NK یهاسلولکشندگی 

از غضروف کوسه نسبت به غلظت  شدهاستخراجاز پروتئین  تریلیلیممیکروگرم بر  3در غلظت  SW742 یهاسلولکشنده طبیعی علیه  یهاسلول

 توانندیموجود دارد که  انیماهکوسهخاصی در غضروف  یهانیپروتئکه  اندداشتهبالاتر بوده است. مطالعات قبلی بیان  تریلیلیممیکروگرم در  2/0

در توجیه  (.Safari and Hassan, 2020) شوندیم SW742 یهاسلولکشنده طبیعی علیه  یهاسلولمنجر به تحریک و افزایش فعالیت 

افزایش  یجهدرنتو  2ا بخصوص اینترلوکین هسیتوکین یهاژنکه پروتئین غضروف کوسه منجر به افزایش بیان  اظهار داشت توانیم هاافتهیاین 

 (.Sosnowska, 1997) شودیمکشنده طبیعی  یهاسلولفعالیت سمیت سلولی 

تا حدودی منجر به افزایش فعالیت و سمیت سلولی  دیسفچانهاز غضروف کوسه  شدهاستخراجگفت که پروتئین  توانیمنهایی  یریگجهینتدر 

 رونیازادر آزمایش حاضر نیست و  شدهیبررس یهاژنولی مکانیسم اثر این پروتئین از طریق تحریک بیان  شودیمکشنده طبیعی  یهاسلول

در  یموردبررس یهاژنبیان  یهادادهبنابراین اگرچه ؛ شودیمکشنده طبیعی را از مسیرهای دیگری منجر  یهاسلولعملکرد سمیت سلولی این 

از غضروف کوسه ممکن است مکانیسم دیگر سمیت  شدهاستخراجگفت که پروتئین  توانیمنرساند ولی  مطالعه حاضر فرضیه تحقیق را به اثبات

 در مطالعه حاضر را فعال کرده باشد. شدهاستفادهکشنده طبیعی علیه رده سلولی  یهاسلولسلولی ناشی از 
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