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  انسانی هاي فیبروبلاست بقاي سلول   براتانل بررسی تاثیر 
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  چکیده
تواند عوارض سمی در بدن داشته و موجب تغییرات می ) C2H5OH(الکل اتیلیک اتانل یامصرف  :مقدمه

 شود و متابولیسم آن از اتانل در بدن به عنوان یک متابولیت عادي محسوب نمی.  هاي بدن شوداي در سلولگسترده
در یک مسیر آلدئید دئیدروژناز، اتانل به استالدئید و در مرحله بعد به یک ماده جنبی با . گیرد مسیرهاي متنوعی انجام می

گري به کار ـــیرهاي دیـــرتی که مقدار مصرفی آن بالا باشد، مسدر صو. شودفعالیت کمتر به نام استات تبدیل می 
ژنی ـــ هاي اکسیه گونهـــرناکی از جملـــهاي فرعی خطتابولیت ـــدن مـــوجود آمه ب بـــآیند که سبمی 
ت ها آسیب رسانده و ترکیبا و پروتئین DNA توانند به  شوند که می Reactive oxygen species  (ROS)فعال

  .  زا ایجاد کنندسرطان
 هاي فیبروبلاست انسانی هاي مختلف اتانل بر سلولدر این پژوهش در دو مرحله اثر غلظت  :هامواد و روش 

بدین صورت که . مورد بررسی قرار گرفت  MTT assay و تست بقا  Invertتوسط روش هاي مشاهده میکروسکوپی
  حاوي غلظت هاي مختلفی از الکل و در ادامه در RPMIر محیط کشت  ساعت انکوباسیون د48در مرحله اول پس از 

 ساعت نیز در 48ها به مـدت مرحله دوم به منظور بررسی پایداري و ناپایداري اثـر اتانل بر نسل هاي بعدي این سلول 
  .محیط کشت فـاقد اتانل کشت داده شدند

 ساعت انکوباسیون در غلظت هاي مختلفی از 48مطالعات تست بقا نشان داد که پس از  :هاي پژوهشیافته 
از سوي دیگر در ادامه کشت سلول ها در محیط فاقد اتانل  . اتانل میزان بقا سلول هاي فیبروبلاست انسانی تغییر می یابد

دي مشاهده شد که این نتایج به کمک مطالعات ـــل هاي بعـــتغییراتی را در میزان بقا در نس  ساعت48به مدت 
  .وسکوپی تایید گردیدمیکر

گونه  یاب الکل اینـــت در شرایط غـــهاي فیبروبلاسبا توجه به تغییرات  بقاي سلول  :گیرينتیجه و بحث
می توان نتیجه گرفت که اتانل سبب  تغییراتی در سطح ژنتیکی نسل هاي بعدي سلول ها شده است و پیشنهاد می گردد 

 .یوتیپ این سلول ها انجام شود  تا امکان بروز اختلالات ژنتیکی مشخص گرددکه بررسی در سطح ژنتیکی و  تعیین کار
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  مقدمه
 مورد استفادهترین داروهاي   یکی از رایجاتانل

آوري براي  اثرات زیان تواند است که میدر سراسر دنیا 
آسیب عمده آن بر مغز است  از جمله .بدن داشته باشد

 تلالـــاخ  یاییرـــ تغرا دچار آنارکرد طبیعی ـــکه ک
 است که مل اثراتیاـــیرات شـــاین تغی .)1(،کند می

هاي مغزي را  سیگنال و  شدهواردهاي عصبی  بر ناقل
مصرف  .)2(،شود  و منجر به مرگ سلولی میهشکا

ثیرات فیزیکی بسیاري بر بدن طولانی مدت الکل، تأ
ها افزایش مرگ سلولی در  آن  که یکی ازسازد وارد می

یروز ـــبدي یا ســـت کـــکبد و سخت شدن باف
توز سلولی و افزایش آپوپ )cirrhosis of liver(کبدي

اهی از ـــآگ .)3(،تـــاسلف مغز ـــق مختـــدر مناط
  را امکاناین، اتانلثر از هاي مرگ سلولی متأ مکانیسم
راهکارهاي مقابله با آن را استفاده از  دهد که به ما می
ر دوران جنینی در معرض الکل کودکانی که د. بیاموزیم

اختلالات   جمله، ازها  طیف وسیعی از بیماري،اندبوده
 جنین هاي ندرومتمایز نورونی وابسته به الکل تا س

کاهش   دراتانلثیر تأ. )4(،دهند  را نشان میالکلی
هاي عصبی نشان دهنده نقش آن در بروز  تکثیر سلول

 چه کوتاه اتانلتماس با . )5(،است جنین الکلیدرم سن
مدت و چه بلند مدت از طریق چندین عامل مانند 

تغییر وضعیت ، یافتهاي تغییرهتجمع استالدئید و پروتئین
یت سمی ـــلولی، فعالـــ سید و احیاءـــمکانیسم اکس
توکندریایی ـــهاي می تـــ، تخریب فعالیمیکروزومالی

ها اعمال  فوســـیت در لن،ها سینـــکو تجمع سیتوتو
اي مختلفی از ـــه ول در تکثیر سلاتانل. )6(،شود می

انسانی و T اي ـــه لولـــ، سها یتـــجمله استروس
ثیر  تأInvitroیادي رت در حالت ـــهاي بن هپاتوسیت

 ممکن است عامل اتانلثیر ضد تکثیري تأ .گذارد می
هاي کبدي ناشی از  زایی آن باشد، بیماري بیماري

فعالیت تکثیري  نتیجه مستقیم تضعیف ،مصرف الکل
 DNA به دلیل جلوگیري از سنتز ،هاي کبدي سلول

. )7(،باشد ریک شده میـــد تحـــبسته به فاکتور رشوا
، ممکن است آورد دید میــ پلـــاتانتلالاتی که ـــاخ

ا اختلالاتی در رشد بدن، طحی و یـــاختلالات س
دم ــ، عـهافظـه حـی بـایـه ، آسیبزـد مغـــــــرش
ی و ـلالات روانـی اختـري و حتـادگیــز و یـرکــتم

 لـــاتان. )8(،ندـــاشـی بـردگـانند افسـی مـشخصیت
، آسیب از طریق مداخله در مکانسیم هاي مرگ سلولی

 تنظیمات شبکه هم زدنهاي امنیتی و بر به سیستم
هاي گلوتامات و  ، سیستمGABAانتقال نورونی مثل 

 ).9،10(،کند خود را بر بدن اعمال می اثرسروتونرژیک
  ،گذارد  روي بدن میاتانلترین اثراتی که  یکی از مهم

 پس از مصرف .استسیستم عصبی مرکزي  تضعیف
 دچار  قدرت تمرکز،آموزش ،هاي یادگیري  فرایند،اتانل

مصرف مزمن الکل با اختلالات . اختلال می گردند
 از دست دادن ، مانند آسیب مغزي،یم عصبی و روانیوخ

. ست اختلال درخواب و جنون نیز همراه ا،قوه حافظه
 بر روي تانلام نوروشیمیایی اثرات تضعیفی سمکانی

طور کامل مشخص ه رکزي هنوز بـسیستم عصبی م
 GABA گیرنده اتانلی احتمالأ تجمع ـنشده است ول

ین نوروترانسمیتر تر  مهمGABA .کندرا تحریک می 
ت ـــش هدایـــ با افزایاتانل .تـــهاري مغز اســـم

 را افزایش GABA اثر ،به درون سلول Cl هاي یون
کافدار بین ـــالات شـــر بر اتصالکل با تاثی. می دهد
 نفوذپذیري ،هاي مغز ي اپیتلیال دیواره مویرگسلول ها

 .)10(،دـــکن  مییرـــمغزي را نیز دچار تغی-سد خونی
نشان داده است که علت هاي اخیر  مطالعات سال
 بر میزان ثیر آنأ مربوط به ت،زایی الکل اصلی سرطان

زایی و از  ثر در رگؤورهاي رشد مـــتولید فاکت
الکل . باشد می) VEGF(فاکتور رشد اندوتلیالی جمله
ی زای ور را که براي رگـــن فاکتـــ تولید ایمیزان

 در .دهد  افزایش میاست،لازم  )مخصوصاً در تومورها(
 زاي موجود در ضمن الکل سرعت تجزیه مواد سرطان

این در افراد سیگاري  بر بنا، دهد  سیگار را کاهش می
حتمال بروز سرطان  ا،کنند که الکل نیز مصرف می

نسبت  لـــاتان .)11،12(،دوـــش تر میـــبسیار بیش
چرخه را در  )مالات به اتـــاگزالواست(شـــواکن بالاي

 در نتیجه .کندکربس به سمت مالات هدایت می
سیون یابد و اکسیدا فعالیت چرخه کربس کاهش می

از طرفی استات تولید . کند اسیدهاي چرب را مهار می
 با تبدیل به استیل کوآنزیم اتانلشده از اکسیداسیون 

A، ساز لازم سنتز اسیدهاي چرب را فراهم کرده  پیش
 و کند در نتیجه تولید اسیدهاي چرب را تحریک میو 
 ،)کبد چرب(ب تراکم چربی در کبدمجموع سب در
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خون و سرانجام بیماري سیروز کبدي  افزایش لیپید در
 کلسترول غشاء ،لبا مصرف مداوم الک .)13(،شود می

سلول افزایش یافته و اسیدهاي چرب اشباع جایگزین 
 همین تغییرات ،اشباع خواهند شد اسیدهاي چرب غیر

می ـــتم آنزیـــریک سیســـلاوه تحـــع هاء بـــغش
 احتمالاً سبب افزایش تحمل افراد  ،P450سیتوکروم ـ 

 این  دربه همین منظور .)14(،شود  میاتانلالکلی به 
به انسانی هاي فیبروبلاست   بر سلولاتانلر اثمطالعه 

 بررسیمورد تمایز یافته و مهم   کمعنوان یک سلول
   . قرار گرفت

  ها مواد و روش
اوي ـک حــ در فلاسبروبلاستـــهاي فی سلول

 96 به پلیت  وشد کشت داده RPMIمحیط کشت 
محیط  رولیترـــ میک200ر خانه ـــ در هه اي کهــخان

براي  سپس  ویافتند انتقال داشتوجود RPMI کشت 
 ،324 ،270 ،216 ،200 ،108 ،54هاي  غلظت ساخت

 خانه 5  به ترتیب در هراتانل مولارمیلی 422  و378
 میکرولیتر 4و، 5/3، 3، 5/2، 2، 186/1، 1، 5/0 پلیت
 ساعت انکوباسیون در 48پس از . گردید اضافه اتانل

 CO2 5،  در جه سانتی گراد37انکوباتور با دماي 
ها  سلول و بقا مورفولوژي ،درصد 90 و رطوبت درصد

ها را در محیط کشت   سلولچنین هم .ررسی شدب
RPMI ساعت48 کشت داده و پس از اتانل بدون  
  . انجام گرفت مجددبررسی

هاي سلولی مورد آزمایش  مطالعه میکروسکوپی رده
   اتانلقبل و بعد از انکوباسیون با 

توزیع یکنواخت (جهت اطمینان از صحت کار
و عدم ) مایشهاي مورد آز ها در تمامی خانه سلول

، تمامی اتانلها قبل از انکوباسیون با  آلودگی سلول
وپ فاز معکوس مورد مطالعه قرار ها با میکروسک خانه

 48 در اتانلچنین بعد از انکوباسیون با  هم .گرفت
هاي بعدي در محیط  انکوباسیون ساعت اول و نیز

ت مشاهده میکروسکوپی  ساع48 در اتانلکشت فاقد 
   ،لـانـــاتثیر أهاي انکوبه شده تحت ت سلول. دشانجام 

 .گردند میییرات مورفولوژیک قبل از لیز شدن دچار تغ
هاي سوسپانت و کروي شدن  چروکیده شدن سلول(

 توسط ،ییراتـــن تغـــ تمامی ای)هاي چسبیده سلول
 برداري شکل کوس بررسی وـــکوپ فاز معـــمیکروس

   )15،16.(شد
  لیروش سنجش بقاي سلو

عالیت حیاتی ــیزان فـــجش مـــروش سن      
 را سمی شده با مواد اثر داده توکسیسیتی در رده سلولی

تاندارد ـــهاي اس آمیزي گـــ استفاده از رنتوان با می
 که   استMTT Assay ها این روشیکی از  .سنجید
 .رود ها به کار می راي بررسی بقاي سلولـــ بمعمولاً

گ ـــاي رنـــیـــاس احـــاس رـــ روش بنــــــای
3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5diphenyl 

tetrazolium bromide هاي  در سلول.  استوار است
تاز ــاز و ردوکـــدروژنـــهاي دهی ، فعالیت آنزیمدهـزن

 زرد رنگ محلول را به یک MTT میتوکندریایی،
بنفش متمایل به که   فورمازانفرآورده نامحلول به نام

وباسیون  پس از انک).15،17(،کند آبی است تبدیل می
 48دت زمان  در ماتانلهاي مختلف  ها با غلظت سلول
 ساعت در 48باسیون بدون الکل به مدت انکو  وساعت
  با محلولها لولـــسدرجه سانتـــی گراد  37 دماي

mg ml-15/0 MTT محیط کشت  درصد10زان به می 
اعت انکوباسیون در   ـــ س4و بعد از  ي شدندآمیز رنگ

و به حذف ها  لیع رویی سلو مادرجه سانتی گراد 37
به هر خانه   DMSO میکرولیتر محلول200جاي آن 
 دقیقه روي 15 تا 10ها به مدت  پلیت. اضافه شد

ها در  مقادیر جذب نمونه  سپسکر قرار گرفتند ویش
  )18(.رار گرفتمورد بررسی ق نانومتر 570طول موج 

    ي پژوهشها یافته
  هاي فیبروبلاست سلول  بر بقاءاتانلثیر تأ

 ساعت در محیط حاوي 48ها به مدت  سلول
 ،216 ،200 ،108 ،54(شامل اتانلهاي مختلف  غلظت

 .انکوبه شدند ) میلی مولار422  و378 ،324 ،270
  )1 شماره شکل(
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   بقا در غلظت هاي.عت انکوباسیون با الکل سا48 بقاي سلول ها بعد از .1 شکل شماره
  است    کمتر از کنترل 001/0کمتر از   P  میلی مولار با108 و 54 

  
هاي  بررسی پایداري تأثیر اتانل بر بقاء سلول

هایی که در مجاورت اتانل قرار  لسلو :فیبروبلاست
 ساعت در محیط فاقد اتانل 48گرفته بودند به مدت 

  )2 شماره کلش(.انکوبه شدند
  
  

  
  
  
  
  
  

  

  قرار  ساعت در حضور غلظت هاي مختلف اتانول 48 بقاي سلول هاي فیبروبلاست انسانی که .2 شماره شکل
  .بررسی شدندت  ساع48کشت داده شده و بعد از  اتانل و سپس در محیط فاقد گرفته بودند

   به صورت،سبت به کنترل نP<0.01  با378و  324،  270، 200 غلظت هاي بقا در (
  .)  ي تغییر یافته استمعنی دار 

        

 منظور به یکوپـــروســـکیم یـــبررس هاي روش
  جیتاــن دـــأییت و يوژـــولـــمورف راتییتغ مشاهدات

 شکل.(رفتـــگ امـــانج بقا ستـــت هاي ونـــآزم 
  )3،4شماره 

  
  
  
  
  
  
  
  

  : در محیط فاقد الکل چپ ساعت کشت48رمال بعد از فیبروبلاست ن: راست. 3شکل شماره
  مولار  میلی54 هاي کروي و دوکی شکل فیبروبلاست در محیط کشت حاوي سلول

  )1000نمایی  میکروسکوپ فاز معکوس  بزرگ(اتانل
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   میلی مولار324ي هاي کروي و دوکی شکل فیبروبلاست که قبلا در محیط کشت حاوسلول : راست. 4شکل شماره 
    ساعت مشاهده شدند48و بعد از  شدهداده   اتانل انکوبه شده و سپس در محیط فاقد الکل کشت

  در   سپسمولار اتانل انکوبه شده و میلی108 سلول هاي فییروبلاست که در محیط : چپ
   ساعت مشاهده گردیدند48و بعد از شده داده محیط فاقد الکل کشت 

  )1000نمایی  بزرگ-معکوس میکروسکوپ فاز( 
  

  گیريبحث و نتیجه
تواند  میرسد تغذیه همراه با الکل  به نظر می

اي کند و تغییرات گستردهعوارض سمی در بدن ایجاد 
اساس  رــ ب .)19(،ذاردـــگهاي بدن بر جاي  در سلول

 مطرح شد، شدت یک 1911قانون شلفورد که در سال 
عامل اکولوژیک قادر است مرز و امکان رشد موجودات 

این خیلی از مواد که در بدن  بر زنده را محدود کند، بنا
ها در بدن  تا حدي قابل تحمل هستند که اگر مقدار آن

. شوندبیشتر از حد شود، براي بدن سم محسوب می 
ن دامنه خیلی پایین است و در دوزهاي پایین گاهی ای

ظار ـــانت. هم امکان ایجاد عوارضی در بدن وجود دارد
، تبعاتی  به بدن از طریق مواد غذاییاتانلرود ورود  می

 بلکه ورود بسیاري از ، نه تنها الکل،در پی داشته باشد
د عوارضی در نتوان هاي بالا به بدن می مواد در غلظت

بررسی بقاي  به منظور در این راستا .نمایند بدن ایجاد
 ، اثر داده شده با اتانلسلول هاي فیبروبلاست انسانی

. )15(،کار گرفته شده  ب MTTروش رنـگ سنجی 
  بودنترعلت استفاده از ایـن روش کم خطرتر و آسان 

با توجه به  .استهاي رادیواکتیو آن نسبت به روش 
لول هایی که تحت اثر ـــس بقاي 1 ـــاره شمشکل

تلفی از اتانل واقع شده بودند تغییر پیدا غلظت هاي مخ
 یلی مولارـــم 108، 54ت ـــکه غلظ طوريه  ب،کرد

 432  و216ظت ـــبیشترین مقدار کاهش بقا و در غل
 علاوه دره ب.   کمترین تغییرات ثبت گردیدمیلی مولار

 منطبق با حداکثر غلظت پس مولار که میلی 200دوز 
از بسیار نوشیدن الکل در بدن است، تغییرات بقا به 

 نیز 2  شمارهدر شکل. داري تغییر یافتصورت  معنی 
لاً در محیط ــکه قبول هاي ـــتغییرات بقا در سل
 48پس از  انکوبه شده بودند و کشت حاوي اتانل

 متحمل یط فاقد اتانلـــ در محددـــ کشت مجساعت
ب که در ـــ بدین ترتی،ددنوسی بوـــیرات محســـغیت

 میلی مولار  افزایش بقا و در 324و  216 غلظت هاي 
 . طور متوسط کاهش بقا دیده شده  بغلظت هاي دیگر

کوپی به منظور بررسی تغییرات ـــات میکروســـمطالع
چنین تایید نتایج تست بقا صورت  مورفولوژیک و هم

  Invertکه در این مطالعه از میکروسکوپ  ،)20(،گرفت
 دست آمده از شکله  با توجه به اطلاعات ب.استفاده شد

 میلی مولار 54 غلظت  در که شود مشاهده می3 شماره
اثرات  ساعت انکوباسیون، 48از مدت  بعد از اتانول
ولوژي سلول هاي ـــبر تغییرات شکل و مورف بارزي را

وجود فیبروبلاست انسانی در مقایسه با نمونه نرمال 
 این تغییرات با کاهش جمعیت و تغییر در واقع. دارد

شکل برخی از سلول ها از حالت دوکی به شکل کروي 
یرات ـــ تغی4  شـــمارهدر شکل. قابل مشاهده است

 غلظت هاي مورفولوژیک و جمعیت سلول هایی که در
اتانل انکوبه شده بودند و سپس  میلی مولار 324  و108

در غلظت .  مشخص استقرار گرفتند،در غیاب اتانل 
 میلی مولار جمعیت سلولی نسبت به سلول هاي 324

 شکل سلولی به نرمال به مقدار قابل توجهی افزایش و
 108مونه ـــدر نت و ـــیر یافته اس تغیصورت کروي

   مورفولوژیک تغییراتنیز کاهش جمعیت ومیلی مولار 
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 به تغییرات بقا و این با توجه  بر بنا. قابل مشاهده است
در نسل هاي بعدي  وژيـــولـــ بودن مورفعیغیرطبی

این احتمال داده می شود که   ،سلول هاي فیبروبلاست
ول ها پیش آمده باشد نتیکی سل ژتغییراتی در سطوح

ات در مطالع ،گرددپیشنهاد می ن راستا ـــدر ایکه 

 ژنتیکی از جمله کاریوتیپ صورت يسطح بررسی ها
  .گیرد

  سپاسگزاري
 خاطر حمایت به پروتئومیکس تحقیقات مرکز از

  .می گردد قدردانی پروژه این اجراي از
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Abstract 

Introduction: Ethanol known as ethyl alc-
ohol is a volatile, flammable, colorless liq-
uid. It is primarily known as the type 
of alcohol found in alcoholic beverages. Its 
consumption is very high around the world. 
It has been reported that ethanol intake is 
associated with different diseases.  There-
fore, here in this study the effect of ethanol 
on human fibroblast cells was investigated. 

Materials & Methods: We have carried out 
cell survival and morphologic studies via 
Invert Microscope and MTT assay methods 
to evaluate survival rate and morphological 
alterations of human fibroblast cells treated 
with different concentrations of alcohol.  

Findings: Our findings suggested that etha-
nol could possibly change human fibroblast 
cells morphology and survival rate after 48 
h incubation. In addition to this, examining 
fibroblast cells after 48 h culturing without 
ethanol showed the maintenance of these 
changes in next generation of the cells. 

Discussion & Conclusion: It can be conclu-
ded that ethanol can possibly cause genetic 
alterations of the human fibroblast cells, so 
karyotype evaluations is required to deter-
mine these consequences. 

Keywords: ethanol, fibroblast, MTT assay, 
morphologic studies 
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