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شده از دو استخراج فعالستیز یدهایپپت یو ضدسرطان یدانیاکسیخواص آنت یابیارز

 HCT-116کولون  یسرطان های سلول یبر رو ییایگونه در

 3، مهدی نیکو2، صفیه آقازاده1، ابراهیم نجدگرامی1مهسا وهاب زاده حیدرلو

 زیستیعلوم گروه  ،علومدانشکده ایران، ارومیه، دانشگاه ارومیه،  1

 پایه ، گروه علومدامپزشکیدانشکده  ه،یدانشگاه اروم ه،یاروم ران،یا 2

 گروه پاتوبیولوژی و کنترل کیفیپژوهشکده آرتمیا و آبزی پروری،  ،هیدانشگاه اروم ه،یاروم ران،یا 3

 06/02/1404تاریخ پذیرش:  19/09/1403تاریخ دریافت: 

 چکیده

و اختلال  ویداتیمانند استرس اکس یاست که عوامل مختلف یگوارش یهاانواع سرطان نیترعیاز شا یکیسرطان کولون 

اکسیدانی، اثرات های آنتیبررسی ویژگیبا هدف مطالعه حاضر آن نقش دارند.  شرفتیدر تعادل ردوکس در پ

( و میگوی وانامی Liza klunzingeri) کفالشده از ماهی فعال استخراجسیتوتوکسیک و آپوپتوزی پپتیدهای زیست

(Litopenaeus vannamei بر )یی سرطانسلول ها ( کولونHCT-116 )یدانیاکسیآنت تیفعال. طراحی و اجرا شد 

( و سنجش TACکل ) یدانیاکسیآنت تی(، ظرفDPPH) لیدرازیهلیکریپ-1-لیفنید-2،2 یهابا آزمون دهایپپت

-4،5)-3 دیبروم ومیتترازول ( وNeutral Red Assay) قرمز خنثیبا  کیتوتوکسیو اثرات س (NO-) دیاکسا کیترین

 راتییو تغ دیومابر ومیدیاورنج/ات نیدیشد. آپوپتوز با آکر یبررس MTT Assay لیفنید-2،5-(لیا-2-ازولیتلیمتید

اکسیدانی بالاتری در فعالیت آنتی کفالشده از ماهی نتایج نشان داد که پپتیدهای استخراج شد. یابیردوکس ارز

زنده  کاهش  قرمز خنثیو  MTTهای (. آزمون>0.05pداشتند ) نسبت به پپتیدهای میگو NO-و  TACهای آزمون

گرم بر میلی 2/1در غلظت  IC50هر دو پپتید  ی سرطانی را با افزایش غلظت پپتیدها نشان دادند. سلول ها مانی

 NO-به طور معناداری سطح  کفالنشان داد که پپتیدهای ماهی همچنین نتایج . نشان دادند ساعت  24لیتر پس از میلی

ی سرطانی کاهش دادند سلول ها( را در CATرا افزایش داده و در عین حال سطوح گلوتاتیون و فعالیت کاتالاز )

(p<0.05همچنین هر دو نوع پپتید ماهی .) و میگو موجب القای آپوپتوز در رده سلولی  کفالHCT-116  شدند، اما

اکسیدانی و نرخ با کاهش وضعیت آنتی نتایج نشان داد که(. p<0.05اثرات بیشتری نشان دادند ) کفالپپتیدهای ماهی 

ی سرطانی را نسبت به سلول هاممکن است حساسیت  کفالی سرطان کولون، پپتیدهای ماهی سلول هارشد 

 های دفاعی بدن افزایش دهند.مکانیزم

 آپوپتوزمی، پروتئین هیدرولیز شده، ، ماهی کفال، میگوی واناسمیت سلولی: کلیدی واژه های

 مقدمه

مصرف  دن،یکش گاریمانند س یاست که با عوامل یصنعتمهیو ن یصنعت یها در کشورهاانواع سرطان نیترعیسرطان کولون از شا

 ایتانیبر ییغذا یدهاآژانس استاندار. (18) ناسالم ارتباط دارد یاهیو عادات تغذ یتحرکیپرچرب، ب ییغذا یهامیالکل، رژ

(FSAهشدار داده است که پخت غذاها )که  شودیم دیلامیسم آکر دیبالا منجر به تول یدر دما دراتیسرشار از کربوه ی

: قابل شوندیم میتقس یعوامل خطر سرطان کولون به دو دسته کل (.40)دهد  شیخطر ابتلا به سرطان کولون را افزا تواندیم
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 ییغذا میرژ انیم ارتباط. (11)مرتبط هستند  ییغذا میبه رژ ،یریشگیعوامل خطر قابل پ شتری. بیریشگیپ رقابلیو غ یریشگیپ

تا  30از  تواندیم یاهیو عادات تغذ یدر سبک زندگ رییها مورد توجه دانشمندان بوده است، چراکه تغو سرطان کولون مدت

 یسالگ 40اند که احتمال ابتلا به سرطان کولون از سن مطالعات نشان داده(.14)کند  یریدرصد موارد سرطان کولون جلوگ 50

مقابله  یبرا یو پرتودرمان یدرمانیمیمانند ش یمختلف یدرمان یهاروش (.23) شودیسن، دو برابر م شیهر ده سال افزا یازابه 

زده و  بیسالم آس یبه سلول ها توانندیها مروش نیاما ا برند؛یم نیرا از ب یسرطان یسرطان وجود دارد که سلول هااین با 

به استفاده از  ازین ،درمان نیا یو عوارض جانب بی. با توجه به معا(5) دهند شیافزا زیرا ن یسرطان یمقاومت سلول ها

  .(2) شودیاحساس م شیاز پ شیب نیگزیجا یهادر روش یعیطب یهادانیاکسیآنت

ضد  ،یضدسرطان ،یمنیا میاز جمله تنظ یمتنوع یستیهستند که خواص ز یوزن مولکولکم یدهایپپت یحاو ییایمحصولات در

عوارض  جادیبدون ا دهایپپت نیا (.36و  30و 25و  5و 1) دهندیرا از خود نشان م یدانیاکسیو آنت کیفشار خون، ضدترومبوت

 یدانیاکسیآنت تی. فعالشوندیاستخراج م ییایمرغ، گوشت و جلبک درتخم ا،یسو ر،یش ،یمانند ماه یاز منابع مختلف ،یجانب

 دیاس یاند، به توالشده لیتشک نهیآم دیاس ستیدالتون دارند و از دو تا ب لویک 3کمتر از  یکه وزن مولکول فعال،ستیز یدهایپپت

عنوان مواد ها بهاز آن توانیم ،یسلامت یبرا باتیترک نیگسترده ا دیفوا لیبه دل(. 26و 3) دارد یبستگ دهایو اندازه پپت هانهیآم

موجب شده  ی مستخرج از آبزیاندهایپپت یستیو ز یاهیارزش تغذهمچنین . (34) استفاده کرد یعملکرد یغذاها دیولدر ت هیاول

در  یسرطان یبر سلول ها یماه فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیآنت اثرات. (21) ابدی شیغذاها افزااین تا علاقه به توسعه 

شده از عضله استخراج Trp-Pro-Pro دیپپتی(، تر2015و همکاران ) Chi. به گزارش (34) شده است دییمطالعات مختلف تأ

Tegillarca granosa یهاکالیقادر است راد ( آزادROSتول )کند و از گسترش  یرا خنث ویداتیاسترس اکس طیدر شرا دشدهی

 کیعنوان به تواندیم دیپپتیتر نینشان داد که ا نیهمچن هاافتهیکند.  یریآزاد جلوگ یهاکالیکنترل راد قیسرطان از طر

علاوه  (.12) آزاد عمل کند یهاکالیراد لیو تعد میبدخ یآپوپتوز در سلول ها یو عامل ضدسرطان، با القا یعیطب دانیاکسیآنت

کرده است،  یکبد و کولون بررس ه،یر یسرطان یرا بر سلول ها ایسو نیپروتئ هضمرقابلیغ یدهایکه اثر پپت یامطالعه ن،یبر ا

  (. 31) کنندیها را مهار مبافت نیدر ا یسرطان یرشد سلول ها یریطور چشمگبه دهایپپت نیکه ا دهدینشان م

امکان  فعال،ستیز یدهایپپت دیتول یبرا یماه یصنعت یمحصولات جانب ای شدهیبردارکمتر بهره یماه یهااستفاده از گونه

 ی( که عمدتاً براL. klunzingeri) کفال یماه (.36و  27) کندیرا فراهم م ینیمنابع پروتئ نیاز ا شتریب یاقتصاد یوربهره

 نیاستفاده از ا ل،یدل نیاست که کمتر مورد توجه قرار گرفته است. به هم ییهااز گونه یکی شود،یاستفاده م یماه رپود دیتول

مقابل،  در (.30) شده است لیتبد ستیز طیصرفه و سازگار با محبهمقرون یبه روش فعالستیز یدهایپپت دیتول یبرا یماه

 ی. محصولات جانبشودیشناخته م لاتیدر صنعت ش یاز محصولات مهم تجار یکیعنوان ( بهL. vannamei) یوانام یگویم

مورد  یعملکرد باتیاز ترک یغن یعنوان منبعبه توانندیم دهند،یم لیدرصد از وزن کل آن را تشک 48تا  45که  گو،یم نیا

 یهامیبا استفاده از آنز گویم یفرآور یشده از محصولات جانباستخراج هایدینشان داده است که پپت قاتیتحق. رندیاستفاده قرار گ

 (.30و  4) دارند زین یریچشمگ یدانیاکسیآنت تیبالا، فعال یاهیمختلف، علاوه بر ارزش تغذ یپروتئاز

 کفال یشده از عضله ماهاستخراج فعالستیز یدهایپپت ریتأثمرور منابع موجود، اطلاعات بسیار محدودی در رابطه با بر اساس 

با توجه به  رو،نی. ازامخصوصا سرطان کلون وجود دارد یسرطان یسلول ها ریمهار تکث ای کیبر تحر یوانام یگویم ضایعاتو 

و  یدانیاکسیآنت تیظرف یمطالعه بررس نیا یهدف اصل ،ییایشده از منابع درمشتق یدهایشده پپتاثبات یدانیاکسیآنت تیفعال

 .است HCT-116و رده سلولی سرطان کولون  یسلول ها یطور خاص بر روبه فعالستیز یدهایپپت نیا یضدسرطان
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 مواد و روشها: 

   یوانام یگویو م کفال یماهپپتید های زیست فعال حاصل از  یسازآماده

 هی( ته2021و همکاران ) Rabieiشده در مطالعه بر اساس روش ارائه L. klunzingeri شده ازاستخراج فعالستیز یدهایپپت

درصد  5)معادل ( Novozymes®, Denmark)آلکالاز  میبا استفاده از آنز کفال یگرم گوشت ماه 100روش،  نیشدند. در ا

 یشد. برا زیدرولیساعت ه 3و به مدت  0/8برابر   pH گراد،یدرجه سانت 50 یشده شامل دماکنترل طیشرا( در نیوزن پروتئ

تا  یسازحرارت داده شد. سپس پس از خنک گرادیدرجه سانت 95 یدر دما قهیدق 15متوقف کردن واکنش، مخلوط به مدت 

 وژیفینترسا قهیدق 10به مدت  g × 8000 با سرعت گرادیدرجه سانت 4 یها در دما(، مخلوطگرادیدرجه سانت 25~) طیمح یدما

 فعالستیز یدهایپپت یوزن مولکول لیشد. پروفا زهیلیوفیکن لخشک-و به روش انجماد یآورجمع ییشدند. محلول رو

 (.29) شد نییتع SEC-HPLC لیتحل قیبا آلکالاز از طر دشدهیتول

( رانی)بوشهر، ا اهدیفارس در جیاز شرکت خل ضایعات آن ،فعال حاصل از میگوی وانامیپپتید های زیست  هیتههمچنین برای 

)شرکت  یمتریلیم 3 یهابا سوراخ یاگوشت مجهز به صفحهبا آب مقطر مخلوط شده و با استفاده از چرخ 1:1به نسبت و  هیته

 Heidolphسازبا سرعت چهار توسط همگن قهی( خرد شدند. سپس مخلوط به مدت دو دقرانیپارس خزر، تهران، ا

DIAX900 (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Germany) مطابق روش  زیدرولیه ندیهمگن شد. فرآ

Nikoo ( انجام گرفت2021و همکاران ) (25 .)گرادیدرجه سانت 40 یبه مدت سه ساعت در دما زیدرولیشامل ه ندیفرآ نیا 

. واکنش با جوشاندن شدزده طور مداوم همبه یمخلوط به کمک همزن بالاسر ز،یاتول ندیبود. در طول فرآ 1/7ه کمتر از یاول pH و

یک پارچه مخلوط از پس از عبور  گردید و مخلوط ( متوقفگرادیدرجه سانت 95~در آب جوش ) قهیدق 10مخلوط به مدت 

 یآورجمع ییشد. محلول رو وژیفیسانتر گرادیدرجه سانت 4 یدما در قهیدق 20به مدت  g4000 × با سرعتپنیر پارچه  هیدو لا

 خشک شد.  زیلیوفیو به روش ل

 یکشت سلول

خاص  طیشده بود، استفاده شد. سلول ها تحت شرا هیته رانیکه از موسسه پاستور ا HCT116 یمطالعه از رده سلول نیا در

 تریلیلیواحد در م 100 ن،یسیاسترپتوما تریلیلیدر م کروگرمیم 100 ،یگاو ینیدرصد سرم جن 10با  گراد،یدرجه سانت 37 یدر دما

از  فعال،ستیز یدهایاثرات پپت یابیارز یشدند. برا ینگهدار RPMI 1640 کشت طیدر مح CO2درصد  5و  نیلیسیپن

منظور عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدند. بهبدون درمان به ی. سلول هادیاستفاده گرد IC50به  کینزد ییدارو یدوزها

 سه بار تکرار شد. شیهر آزما ج،یدقت نتا نیتضم

   کیتوتوکسیس یابیارز

های هر  دی( استفاده شد. ابتدا پپتIC50) قرمز خنثیو  MTT آزمون هایاز  ،یبقا سلول زانیغلظت دارو و م نیبهتر نییتع یبرا

 یکرونیم 2/0 لتریشده و سپس با ف قیرق نیبافر فسفات سال تریلیلیم 1در پپتید  لیوفلیز شده  گرمیلیم 25با غلظت  دو گونه 

 یهاغلظت با ساعت 24ساعت، سلول ها به مدت  18در هر چاهک به مدت  HCT116سلول  5000شد. پس از کشت  لیاستر

چهار ساعت قبل از  MTTاز محلول  تریکرولیشدند. ده متیمار( تریلیلیدر م گرمیلیم 4/2و  2/1، 6/0، 3/0) دیمختلف پپت

واکنش با افزودن  گراد،یسانت درجه 37 یدر دما ونی. پس از چهار ساعت انکوباسدیکشت اضافه گرد طیبرداشت سلول ها به مح
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ها حل محلول نیانرمال با  یمتوقف شد. رسوب فورمازان بنفش در سلول ها DMSO (Dimethyl sulfoxide)  محلول

 .  دینانومتر استفاده گرد 570جذب نور در طول موج  زانیم یریگاندازه یبرا ELISA Plate readerشد و سپس از دستگاه 

معرف قرمز خنثی )آرسام فرا کشت اضافه شد.  طیبه مح MTTمشابه با آزمون  دی، چهار غلظت پپتقرمز خنثیآزمون  یبرا

 گرادیدرجه سانت 37 یچهار ساعت در دما یو سلول ها برا دیکشت اضافه گرد طیبه مح 1:10نسبت به زیست، ارومیه، ایران( 

کشت،  طی( به مح%46و آب مقطر  %4 کیاست دی، اس%50اتانول )اتانول -کیاست دیاز افزودن محلول اس شیکشت داده شدند. پ

 یریگنانومتر اندازه 540در طول موج  الیزا ریدرجذب نور با استفاده از دستگاه  زانیشسته شد. سپس م PBSهر چاهک سه بار با 

 (.32)شد 

   یسلول سوسپانسیون هیته

ی برا یسلول زیاز بافر ل تریکرولیم 100شسته شدند، سپس PBS (Phosphate buffered saline )سلول ها با محلول  ابتدا
ورتکس شدند.  ،هیثان 15بار به مدت  کی قهیدق 10هر و   شدند انکوبه قهیدق 30مدت به روی یخ  هاسلول  اضافه شد. نمونه610

  شوند. یآورها جمعشد تا سوپرناتانت فوژیسانتر قهیدور در دق 13،000در  قهیدق 5به مدت  زاتیسپس محلول ل

   In vitroدر شرایط  گویکفال و م یماه فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیآنت تیفعال

 یدانیاکسیآنت تیو ظرف NO- سنجش نیتریک اکساید ،DPPHمهار  تیظرفآزمون با استفاده از سه  دهایپپت یدانیاکسیآنت خواص

غلظت مناسب  هر دو نوع پپتید که در از  تریکرولیم DPPH ،50مهار  تیظرف یریگاندازه یشد. برا یابی( ارزTACکل )

آن اضافه  هب DPPHمحلول  تریکرولیم 500و  بیمحلول بافر فسفات ترک تریکرولیم 450با  آزمایش قبلی به دست آمده بود

 517جذب در طول موج  ت،یقرار گرفتند. در نها یکیتار طیاتاق و در شرا یدر دما قهیدق 30ها به مدت . سپس نمونهدیگرد

ارتباط  هادانیاکسیآنت یدهتوان پروتون رنگ از بنفش به زرد با ریینانومتر و تغ 517شد. کاهش جذب در  یریگنانومتر اندازه

-ABTS (2،2-azino-bis-3(، از روش TACکل ) یدانیاکسیآنت تیظرف یابیرزا یبرا(. 24) دارد میمستق

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid )دانیآن را مهار کنند. در حضور اکس توانندیم هادانیاکسیاستفاده شد که آنت 

ها نمونه TACمحاسبه  ینانومتر برا 414در   ABTS+جذب  یریگ. اندازهشودیم دی)سبز( اکس ABTS+به  TACمناسب، 

 لیتشک یشد. محصول آزو زمان یریگاست، اندازه NO- ییکه محصول نها 2NO -از هبا استفاد زین NO-. (24) دیاستفاده گرد

 بی( ترککیفسفر دی)اس یدیاس طی( در محNED) دیکلرید نیآمیدلنیات لینفت-N-1و  دیآملسولفانی با 2NO-که  شودیم

 (. 8)  است NO-سنجش تیاساس عملکرد ک نیشود، که ا

   گویو م کفال یماه فعالستیز یدهایدر حضور پپت HCT116 یسرطان یردوکس در سلول ها تیوضع راتییتغ

 یسلول رده  ردوکس در تیوضع راتییتغ ،In vitroدر شرایط  فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیآنت تیفعال یابیاز ارز پس

116HCT سنجشمنظور،  نیا یقرار گرفت. برا یمورد بررس زین -NOونی، کاهش گلوتات (GSH( کاتالاز ،)CATو مالون ) 

پروتکل  یهاتیبا استفاده از ک هاشیآزما نیا(.  6)  انجام شد تریلیلیبر م گرمیلیم 2/1 دی( در غلظت پپتMDA) دیآلدئید

)رنگ زرد(  ولیت ی( با استفاده از محتواGSH) احیا  ونیگلوتات. دیانجام گرد )ارومیه، ایران( ستیموجود از شرکت آرسام فراز

( TNB) وبنزوآتیتروتین دی( باعث تولDNTB) بنزناناتیوسیتروتینیشد که با واکنش با معرف د یریگاندازه ونیدر گلوتات

و شدت رنگ  احیا ولیمقدار ت نیب یمیشد. ارتباط مستق یریگنانومتر اندازه 412رنگ زرد حاصل در طول موج  ریی. تغشودیم

 TBARS (Thiobarbituric acid reactive شیآزما MDA یابیارز یبرا یکم میروش مستق مشاهده شد.
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substances )یحاو یهانمونه گراد،یدرجه سانت 95 یاست. در دما MDA آن با  یاردهاو استاندTBA دهندیواکنش م .

 یریگنانومتر با استفاده از اسپکتروفوتومتر اندازه 532ها و استانداردها در طول موج نمونه ون،یانکوباس یپس از مدت کوتاه

میزان نیتریک    شدند. یابیارز MDA (nmol/mg pr)استاندارد  یبا استفاده از منحن MDAناشناخته  یهاشدند. نمونه

اکساید در سوپرناتانت سلولی با روش ذکر شده در بخش قبلی اندازه گیری شد. سنجش فعالیت انزیم کاتالاز با استفاده از 

فعالیت پراکسیداسیون آنزیم و تبدیل متانول به فرمالدهید بر اساس کیت آرسام فرا زیست انجام شد. طبق این کیت فرمالدهید 

نانومتر قابل اندازه گیری  550روموژن پرپالد واکنش داده و ترکیب رنگی  بنفش را ایجاد می کند که در تشکیل شده با معرف ک

 است.

 آپوپتوز یکیمشاهدات مورفولوژ یبرا دیبروما ومیدیاورنج/ات نیدیآکر یزیآمرنگ

روز تحت  کیخانه اضافه شدند و به مدت  12 یهاتیشده در پلسلول کشت 50،000به میلی گرم در میلی لیتر(  2/1)  دهایپپت

 نیدیبا آکر یزیآمقرار گرفتند تا رنگ نیدر محلول فسفات سال یسلول یهاسلول ها، پلت یآورقرار گرفتند. پس از جمع ماریت

 ومیدیو اتاورنج  نیدیآکر یهااز رنگ کیاز هر  کروگرمیم 100 ،یزیآمرنگ نیا یانجام شود. برا دیبروما ومیدیاورنج و ات

اضافه  یسلول رسوببه دیبروما ومیدیات-اورنج نیدیاز محلول آکر تریکرولیم 20حل شدند. سپس  PBS تریلیلیم 1در  دیبروما

قرار گرفتند.  یمورد بررس X 400با بزرگنمایی فلورسانس  کروسکوپیلام، تحت م یشد و سلول ها پس از قرار گرفتن رو

 شمارش شد. سلول در هر میدان دید 500حداقل  ک،یآپوپتوت ینسبت سلول هاکمی سلول های سالم  محاسبه یبرا

 یمحاسبات آمار

و  هیدرصد تجز 95 نانیو با سطح اطم 22نسخه  SPSSافزار ها با استفاده از نرمدر سه تکرار انجام شد و داده هاشیآزما یتمام

معنادار با استفاده از آزمون  یهانیانگیو م دیگرد سهیمقا طرفهکی ANOVAبا استفاده از آزمون  نیانگیم ریشدند. مقاد لیتحل

همچنین برای مقایسه فعالیت آنتی اکسیدانی پپتیدهای حاصل از کفال و میگو از آزمون شدند.  کیفکت گریکدیدانکن از  زیتم

Independent T-test  .استفاده شد 

 نتایج:

 این تحقیقترکیب پپتید های زیست فعال مورد استفاده در 

)با وزن  دهایپپتیو تر دهایپپتیبزرگ مشاهده شد. د یدهایاز پپت یی، درصد بالاعضله ماهی کفال آلکالاز یهازاتیدرولیدر ه

 یدهاینواسیآم یکه محتوا یدادند، در حال لیرا تشک یدیپپت یهاونیدرصد از کل فراکس 17تا  10 نبی( دالتون 500–180 یمولکول

درصد  43تا  25 نیدالتون ب لویک 10از  شتریب یبا وزن مولکول یدهایپپت ن،یدرصد بود. همچن 30.2( لتوندا MW<180آزاد )

دالتون داشتند   500کمتر از  یوزن مولکول دهایدرصد از پپت 95 باًیدر مجموع، تقر را شامل شدند. یدیپپت یهاونیاز کل فراکس

متفاوت  یهارهیبا طول زنج ییدهایپپت زیاتول ندیکه فرآمیگو نشان داد . همچنین نتایج حاصل از هیدرولیز ضایعات(1)شکل 

اند. در این های مختلف وزن مولکولی توزیع شدههای اصلی در محدودهشده، قلههای ارائهبر اساس دادهو  کرده است  دیتول

دهنده اند، که نشاندقیقه مشاهده شده 12.003دالتون( در زمان بازداری  16،299نمودار، پپتیدهایی با وزن مولکولی بالا )حدود 

 3،008دالتون و  5،107هایی با وزن مولکولی متوسط )حدود چنین، فراکسیونتر است. همها یا پپتیدهای بزرگحضور پروتئین

اند. علاوه بر این، بخش قابل توجهی از پپتیدها در محدوده وزن دقیقه مشاهده شده 14.876تا  13.249های دالتون( در بازه
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شود، که دقیقه( مشاهده می 19تا  18)حدود های بالاتر دالتون( در زمان 498دالتون و کمتر، مانند  1000تر )مولکولی پایین

دهنده حضور مقادیر دقیقه نشان 20تر است. اوج اصلی در حدود پپتیدها و پپتیدهای کوتاهپپتیدها، تریدهنده حضور دینشان

های رولیزاتدهد که هیدشوند. بنابراین، این آنالیز نشان میتر محسوب میبالای پپتیدهای کوچک است که از نظر زیستی فعال

بر اساس محاسبات ریاضی های مولکولی مختلف هستند که ای از پپتیدها با وزنشده از ضایعات میگو حاوی طیف گستردهتهیه

  .(1)شکل دالتون وزن دارند  500درصد آنها کمتر از  45سطح زیر منحنی حدود 

 In vitroدر شرایط  فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیآنت تیفعال

که  نتایج نشان داد. دهدیرا نشان م In vitro طیدر شرا فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیمربوط به خواص آنت جینتا  2 شکل

(. >0.05Pبودند ) گویم عاتیشده از ضااستخراج یدهایبالاتر از پپت TACو  NO-کفال از نظر  یشده از ماهاستخراج یدهایپپت

شده استخراج یدهایو پپت گویم عاتیشده از ضااستخراج یدهایپپت نیب DPPH کالیراد تی( در ظرفP<0.05) یتفاوت معنادار

 مشاهده شد. ماهی کفالاز 

 MTTو  یقرمز خنث یزیآمبر اساس رنگ یسلول تیسم جینتا

 دها،یپپت تیسم یبررس ی. برادهدیرا نشان م قیتحق نیشده در ااستفاده فعالستیز یدهایپپت یسلول تیسم جینتا  3 شکل

کاهش  یبقاء سلول زانیم دها،یغلظت پپت شینشان داد که با افزا جیاستفاده شد. نتا یکشت سلول طیچهار غلظت مختلف در مح

 50نزدیک به  تریلیلیبر م گرمیلیم 2/1در غلظت  کفال یو ماه گویشده از ماستخراج یدهاینشان داد که پپت جینتا نی. اابدییم

 انتخاب شد. شتریب یهاشیانجام آزما یغلظت برا نیا ل،یدل نیبه هم استرا داشته   زنده مانیدرصد مهار 

 گویو م ماهی کفالاز  فعالستیز یدهایدر حضور پپت HCT116 یسرطان یسلول ردهردوکس تیوضع راتییتغ

 نیشده در ااستفاده فعالستیز یدهای( پپتNO ،CAT ،GSH ،MDA) یدانیاکسیآنت تیفعال یریگاندازه یهاشیآزما جینتا

 ریتأث گویشده از کفال و ماستخراج فعالستیز یدهاینشان داد که استفاده از پپت جینتا نیارائه شده است. ا 4در شکل  قیتحق

 یکاتالاز، تفاوت معنادار تیحال، در مورد فعال نی(. با اP<0.05داشت ) یسلول دهدر ر CATو  GSH تیبر فعال یمعنادار

 پارامتر است. نیبر ا گویم یدهایدهنده عدم اثر قابل توجه پپت(، که نشانP>0.05و گروه کنترل مشاهده نشد ) گویگروه م نیب

 سهیرا در مقا NOغلظت  یتوجهطور قابلو کفال به گویشده از ماستخراج یدهاینشان داد که پپت NO شیآزما جینتا ن،یهمچن

 یدهایو کفال مشاهده شد که پپت گویم یدهایپپت نیب NOغلظت  رد یمعنادار(. تفاوت P<0.05دادند ) شیبا گروه کنترل افزا

 یهادر کشت MDAبر  یریتأث چیو کفال ه گویم فعالستیز یدهایحال، پپت نی(. در عP<0.05داشتند ) یکفال غلظت بالاتر

  (.P>0.05خصوص مشاهده نشد ) نیدر ا یبا نمونه کنترل نداشتند و تفاوت معنادار سهیو کفال در مقا گویم

 کفالو  گویم یدهایشده با پپت ماریت HCT116 یسلول ردهدر یکیمورفولوژ راتییتغ یابیارز

آشکار  یهانشانه یهمگ هانیاز سطح شد که ا سلول هادر شکل، اندازه و جدا شدن  یراتییباعث تغ دهایبا پپت سلول ها ماریت

 Acridine Orange/Ethidium Bromide یزیآمآپوپتوز با استفاده از رنگ یکم لیو تحل هیبودند. تجز یمرگ سلول

(Ao/EtBr) دهنده سبز روشن بودند، نشان وستهیطور پزنده که به یسلول ها یهاتهفلورسانس انجام شد. هس کروسکوپیو م

 یبودند و نواح قرمز ینارنج یکنواخت  طورکه به ییهابا هسته کینکروت یسلول ها گر،ید یزنده بودند. از سو یسلول ها

آپوپتوز  یها(. نرخ5 شکل) شدندیمشخص م کیآپوپتوت یسلول ها یهاشکسته در هسته ای میضخ نیاز کرومات یسبز و نارنج
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 دها،یبا پپت مارینشان داد که پس از ت جیشد و نتا سهیکنترل مقا یسلول هاو کفال با  گویم یدهایشده با پپت ماریت یسلول هادر 

 (.1است )جدول  افتهی شافزای ٪84 و ٪48 بیترتنرخ آپوپتوز به

 و نتیجه گیری:  بحث

 جادیا یارث افتهیجهش یهاژن ای هاروسیتابش، و ،ییزاسرطان ،ییایمیاز جمله مواد ش یمختلف لیبه دلا تواندیسرطان کولون م

را  دانیاکسیآنت یهامیآنز دیتول زانیم توانندیها ماز ارگان یاریبس یدر سلول ها ویداتیاسترس اکس یمواد با القا نیشود. ا

 یعیطب یهادانیاکسیامروزه، آنت (.16و  38) سرطان در بدن را کاهش دهد یسطح تهاجم تواندینوبه خود م بهدهند که  شیافزا

 نیا انی. در مروندیبه کار م یسرطان یدر درمان سلول ها شوند،یم یبنددسته یعملکرد ییکه معمولاً به عنوان مواد غذا

را جلب  یادیشده خود در مطالعات مختلف، توجه زگزارش یدانیاکسیتخواص آن لیبه دل فعالستیز یدهایپپت ها،دانیاکسیآنت

 (.27و  22و  20) اندکرده

شد.  یابیارزاز ماهی کفال و ضایعات میگوی وانامی شده استخراج فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیآنت تیفعال ق،یتحق نیا در

شده از کفال استخراج یدهاینسبت به پپت DPPHمهار  یبرا یبالاتر لیپتانس گویشده از ماستخراج یدهایپپت ،جینتااین بر اساس 

مطالعه،  نیحاصل از ا یعدد جیبودند. بر اساس نتا یبالاتر یدانیاکسیآنت تیظرف یکفال دارا یدهایکه پپت یدارند، در حال

 نی( نشان دادند. با ا%11.8کفال ) یدهای( نسبت به پپت15%) DPPHمهار  یبرا یبالاتر لیپتانس گویشده از ماستخراج یدهایپپت

 نیا( بود. mM/mg 4.7) گویم یدهای( بالاتر از پپتmM/mg 6.87کفال ) یدهای( پپتTACکل ) یدانیاکسیآنت تیحال، ظرف

کراکر  یشده از عضله ماهاستخراج یدهایدارد. به عنوان مثال، پپت یهمخوان انیماه گریمنابع د یرو یبا مطالعات قبل جینتا

(Tegillarca granosaظرف )یمهارکنندگ تی DPPH  5.9کل برابر با  یدانیاکسیآنت تیو ظرف %13.4برابر با mM/mg 

 DPPH یمهارکنندگ تی( ظرفMagalaspis cordylaماکرل ) یشده از احشاء ماهاستخراج یدهایتپپ ن،ی(. همچن12داشتند )

 نیشده از پروتئاستخراج یدهای(. در مورد پپت33نشان دادند ) mM/mg 5.2کل برابر با  یدانیاکسیآنت تیو ظرف %12.6برابر با 

و  %14.2 بیکل به ترت یدانیاکسیآنت تیو ظرف DPPH یمهارکنندگ تی(، ظرفPangasius sutchi) نایپات یماه لیبریوفیم

6.1 mM/mg ( ا23گزارش شده است .)در محدوده  گویشده از کفال و ماستخراج یدهایکه پپت دهدینشان م سهیمقا نی

مورد استفاده قرار  یدانیاکسیبه عنوان منابع بالقوه آنت توانندیقرار دارند و م گریشده از منابع داستخراج یدهایپپت یعملکرد

 ها،میآنز یبرخ تیمسدود کردن فعال ،یسازکلاتهآزاد،  یهاکالیمانند مهار راد یمختلف یهابا استفاده از روشاین مواد  .رندیگ

سطح  و،یداتیمرتبط با استرس اکس یهاژن یبرخ انیب شیافزا ت،یبا اهداکنندگان الکترون و در نها داریمحصولات پا دیتول

 (. 37و  35و  13و  10) دهندیرا کاهش م یولاسترس سل

غشاء  یکپارچگی هاکیتکن نیشد. ا یبررس یو قرمز خنث MTT آزمون هایمطالعه با استفاده از  نیدر ا دهایپپت یسلول تیسم

 HCT116 یسلولرده  یمانما، زنده یهاافتهی. طبق کنندیم یابیرا ارز یمورد بررس یسلول ها ییایتوکندریم تیو فعال یسلول

( تریلیلیبر م گرمیلیم 2.4غلظت ) نیدر بالاتر یسلول یمانزنده نیساعت، کمتر 24پس از  ابد؛ییکاهش م دیغلظت پپت شیبا افزا

به غلظت  یبستگ ،مختلف یسرطان یسلول یهادر کشت دهایپپت یسلول تیاند که سممشاهده شد. مطالعات متعدد نشان داده

رده را در  یسلول یسم تیفعال گویکفال و م یدهایپپت (.38و  17) آنها در معرض سلول ها دارد یریو مدت زمان قرارگ دهایپپت

 تیمطالعه، فعال نیساعت نشان دادند. در ا 24پس از  تریلیلیبر م گرمیلیم 2/1برابر  IC50 ریبا مقاد HCT116 یسلول

بود، ( 8)( تریلیلیبر م گرمیلیم 1~) Styela clava گونهشده از استخراج یدهایمشابه پپت شدهشیآزما یدهایپپت یضدسرطان
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 Saccostrea cucullata اویسترو  (30) (تریلیلیبر م کروگرمیم 1>لونگان ) یهاشده از دانهاستخراج یدهایکه پپت یدر حال

 مطالعه داشتند. نیدر ا یمورد بررس یدهاینسبت به پپت یتریقو یضدسرطان یاثربخش (7) (تریلیلیبر م کروگرمیم 90.3~)

 یهاکالیراد یکفال به طور قابل توجه یدهاینشان داد که پپت HCT116 یدر رده سلول فعالستیز یدهایاستفاده از پپت جینتا

NO یهاکالیراد شیهمراه با افزا ن،ی. همچندهندیم شیافزا گویم یدهایرا نسبت به پپت NO زانیدر کفال، م GSH تیو فعال 

آزاد  یهاکالیدر مهار راد دهایپپت نیدهنده نقش انشان راتییتغ نیکه ا ابدییکاهش م یسرطان یها( در سلولCATکاتالاز )

شده و  رتریپذبیسلول آس یدفاع یهاسمیو مکان یمنیا ستمینسبت به س HCT116 یسرطان یهاسلول ب،یترت نیاست. به ا

ممکن است  ،یدانیاکسیآنت تیعلاوه بر خاص فعالستیز یدهایکه پپت دهندینشان م هاافتهی نیا. ابدییها کاهش منرخ رشد آن

شوند. با  یسرطان یهاسلول یمنجر به کاهش بقا و،یداتیاسترس اکس یو القا یدانیاکسیآنت-ویداتیبر تعادل اکس ریتأث قیاز طر

، اثرات CAT تیالو فع GSHو کاهش  NO دیتول شیافزا لیکفال به دل یدهایشده، پپتانجام یهاشیآزما جیتوجه به نتا

 یدهایبالقوه پپت لیدهنده پتانسنشان جینتا نینشان دادند. ا یسرطان یهادر مهار رشد سلول گویم یدهاینسبت به پپت یتریقو

با توجه به  ن،یعلاوه بر ا است. ویداتیدر تعادل اکس رییتغ قیاز طر یسرطان یهاسلول یدفاع یهاسمیمکان لیدر تعد فعالستیز

کمتر از  یوزن مولکول گویم یدهاپپتی از ٪40و  ی کفالدهاپپتی از ٪95استنباط کرد که  توانی، م1در شکل  ارائه شده یهاافتهی

 یسازلاتهش تیدارند، فعال یرکمت یکه وزن مولکول ییدهای(، پپت2011) و همکاران Alemanدالتون دارند. طبق مطالعات  500

( 2011) و همکاران Bamdad نتایج گرید ی. از سو(6) دهندیبزرگتر نشان م یبا وزن مولکول یدهاینسبت به پپت یتریقو

 تیخود، فعال یدیپپت یهارهیآزاد در زنج یهاکالیبزرگتر، با به دام انداختن راد یبا وزن مولکول یدهایکه پپت نشان داد

 یدانیاکسیآنت ای ویداتیاکس تیکه فعال دهندینشان م فعالستیز یدهایمتناقض پپت یهاافتهی. (9) کنندیم تیرا تقو یدانیاکسیآنت

 Nو  C یهاآن در رابطه با دم یریو محل قرارگ یدیپپت رهیآن در زنج ینوع آن، توال ریممکن است تحت تأث نهیآم دیاس کی

 (.15)استفاده کرد  یدانیاکسیآنت تیفعال ینیبشیپ یبرا یاز وزن مولکول توانینم ن،یباشد. بنابرا

 HCT116 یسلول رده باعث آپوپتوز در توانندیو کفال م گویشده از ماستخراج یدهاینشان داد که پپت جینتا ن،یعلاوه بر ا

 یکشت سلول ها طیدر مح NO- یاز آپوپتوز را نشان دادند که با محتوا ینرخ بالاتر کفالشده از استخراج یدهایشوند. پپت

 یالقا یبرا یبه عنوان عامل تواندیم NO- شتریب زانیشده و م NO- شیفزاکفال باعث ا یدهایهماهنگ است. پپت ماهی کفال

 یمحصولات واکنش دیمنجر به تول NO-. سطوح بالاتر یدانیاکسیآنت یهاما در نظر گرفته شود، طبق داده شیآپوپتوز در آزما

ما با  جی. نتا(19) گردندیم یکه باعث آپوپتوز و مرگ سلول شوندیم دیاکسیتر تروژنینید ای تیترینیمانند پراکس یخطرناک

موجب آپوپتوز و  ینیمنابع پروتئ ریو سا ییایشده از منابع دراستخراج فعالستیز یدهایاند، پپتکه گزارش کرده یمطالعات

 (.28هم راستا هست ) شوندیم یسرطان یسرکوب سلول ها

 L. vannameiو  L. klunzingeriشده از استخراج فعالستیز یدهایکه پپت کندیم دییرا تا یاهیمطالعه فرض نیا جینتا

، TAC جیدر نظر گرفته شوند. بر اساس نتا یعملکردستیز یهاتیبر فعال یمبتن یدانیاکسیآنت باتیعنوان ترکبه توانندیم

GSH  وDPPHیسلول ردهنشان دادند و بقا  یقابل قبول یدانیاکسیآنت تیفعال دی، هر دو پپت HCT116 غلظت  شیبا افزا

در  NO-غلظت  نیبالاتر، بالاتر یدانیاکسیکفال و خواص آنت یدهایپپت ترنییپا ی. با وجود وزن مولکولافتیکاهش  دهایپپت

. گویم یدهایبود تا پپت ریپذبیآس شتریکفال ب یدهایبا پپت جههدر موا HCT116 یسلولرده کفال مشاهده شد و  یدهایپپت

 یهاتیبا قابل یعملکرد یدر توسعه غذاها دیجد بیترک کیعنوان به توانندیکفال م یدهایکه پپت دهندینشان م جینتا

 در نظر گرفته شوند. دیمف یدانیاکسیو آنت یضدسرطان
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 نیدییآکر یزیآمبر اساس رنگ HCT116 یدر خط سلول گویو م کفال یدهایالقا شده توسط پپت یمرگ سلول یهاسمیمکان یابیارز -1جدول 

 .دیبروما ومیودیاورنج/ات

Apoptosis Necrosis Normal  

 کنترل 96.11 0.98 2.91

 کفال 8.33 6.97 84.7

 میگو 46.31 5.62 48.07

 شده از کفال و میگو های مرگ سلولی القا شده توسط پپتیدهای استخراجآمیزی آکریدین اورنج/اتیدیوم برومید را برای ارزیابی مکانیسمنتایج رنگ

رصد ها به سه گروه تقسیم شدند: کنترل )بدون تیمار(، تیمار با پپتیدهای کفال، و تیمار با پپتیدهای میگو. د. سلولHCT116در رده سلولی 

دهند که پپتیدهای ( در هر گروه گزارش شده است. نتایج نشان میNecrosis( و نکروز )Apoptosis(، آپوپتوز )Normalهای زنده )سلول

 دهنده اثرات ضدسرطانی این پپتیدهاست.کفال و میگو به طور معناداری باعث القای آپوپتوز و نکروز در مقایسه با گروه کنترل شدند، که نشان

 

 

https://doi.org/10.22034/jar.2025.8567.1985


 112-131مقاله پژوهشی، صفحات

 1404، 2، شماره 38جلد                                                                               مجله پژوهشهای جانوری )مجله زیست شناسی ایران(       

DOI:10.22034/jar.2025.8567.1985 

 

 میبا آنز زیدرولی. هدهدی)راست( را نشان م گویکفال )چپ( و م یشده از ماهاستخراج فعالستیز یدهای( پپتMWD) یوزن مولکول عیتوز -1شکل 

ی محور افقو  یهر کسر مولکول ینسب یدرصد فراوانمحور عمودی در نمودار ها  بود. قهیدق 180مدت به %5 هیرلایبه ز میآلکالاز انجام شد و نسبت آنز

 را نشان می دهد. (Daبر حسب دالتون ) دهایپپت یوزن مولکول

 

 

 

ها گروه نیب یداری. حروف کوچک تفاوت معنIn vitroدر شرایط  گویو م کفالشده از استخراج فعالستیز یدهایپپت یدانیاکسیآنت تیفعال - 2 شکل

 = n)آنالیز شدند  Independent T- testاز طریق انحراف از استاندارد آورده شدند و  ±داده ها به صورت میانگین (. P < 0.05) دهندیرا نشان م
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 Neutral Red)چپ( و  MTT یهامطالعه بر اساس روش نیو کفال استفاده شده در ا گویم فعالستیز یدهایپپتمهار رشد سلولی  جینتا -3شکل 

 = n)از طریق آنالیز واریانس یک طرفه و تست تعقیبی دانکن آنالیز شدند انحراف از استاندارد آورده شدند  و  ±داده ها به صورت میانگین  )راست(.

3.) 

 

شده از استخراج فعالستیز یدهایکه در معرض پپت HCT116 یسرطان یدر خط سلول MDAو غلظت  GSH ،NOکاتالاز،  تیفعال جینتا -4شکل 

انحراف از  ±داده ها به صورت میانگین (. P < 0.05) دهندیها را نشان مگروه نیب یداریاند. حروف کوچک تفاوت معنقرار گرفته گویو م کفال

 (.n = 3)از طریق آنالیز واریانس یک طرفه و تست تعقیبی دانکن آنالیز شدنداستاندارد آورده شدند 
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 یزیآمبر اساس رنگ HCT116 یدر خط سلول (c) گویم(، و b) کفال ،( aکنترل ) یدهایه توسط پپتالقا شد یمرگ سلول یهاسمیمکان یابیارز -5شکل 

 (.400)× دیبروما ومیودیات -اورنج  نیدییآکر
 

Evaluation of antioxidant and anti-cancer properties of bioactive 

peptides extracted from two marine species on colon cancer HCT-

116 cell line 
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Abstract 

Colon cancer is one of the most common types of gastrointestinal malignancies, 

with oxidative stress and redox imbalance playing critical roles in its 

progression. This study investigates the antioxidant properties and cytotoxic and 

apoptotic effects of bioactive peptides derived from mullet fish (Liza 

klunzingeri) and Vannamei shrimp (Litopenaeus vannamei) on colon cancer 

cells (HCT-116). The antioxidant activity of peptides was evaluated using 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay, total antioxidant capacity (TAC), and 

nitric oxide (NO-) measurement, while cytotoxic effects were assessed using the 

Neutral Red Assay and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT) assay. Apoptosis was evaluated using acridine 

orange/ethidium bromide staining, and redox changes were assessed. The results 

demonstrated that peptides derived from mullet exhibited significantly higher 

antioxidant activity in terms of TAC and NO levels compared to shrimp-derived 

peptides (p < 0.05). Cytotoxicity assays revealed a dose-dependent reduction in 

cancer cell viability, with an IC50 value of 1.2 mg/mL after 24 hours, indicating 

potent cytotoxic and apoptotic effects. Furthermore, mullet-derived peptides 

significantly elevated NO levels while reducing glutathione content and catalase 

(CAT) activity in cancer cells (p < 0.05). Both mullet and shrimp peptides 

induced apoptosis in HCT-116 cells, with mullet peptides exerting a more 

pronounced effect (p < 0.05). These findings suggest that by reducing 

antioxidant capacity and inhibiting the proliferation of colon cancer cells, 

mullet-derived peptides may enhance the susceptibility of cancer cells to 

endogenous defense mechanisms. 

Key words: Cytotoxic, mullet fish, whiteleg shrimp, protein hydrolysates, apoptosis 
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