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ABSTRACT 

Background and Aim: Industrialization of communities has resulted in a rise in cadmium accumulation in the 

plants, and also organs of human and animals. Kidney is the main target organ for cadmium accumulation and 

toxicity. The aim of this study was to investigate the effects of montelukast on cadmium toxicity in renal cells. 

Materials and Methods: This experimental study was performed on human embryonic kidney cells of HEK-

293 class. The study included six groups. Group one was our control group. Group 2:  treated with different 

concentrations of cadmium chloride; group 3: treated with different concentrations of montelukast; group 4: 

exposed to cadmium chloride IC50 for 24 hours, then treated with montelukast at therapeutic concentration for 

24 and 72 hours; group 5: treated with montelukast at therapeutic concentration for 24 hours followed by 

cadmium chloride IC50 for 24 and 72 hours; group 6: simultaneously exposed to cadmium chloride IC50 and 

montelukast at therapeutic concentration for 24 and 72 hours. Cell viability and changes in the cell nuclei were 

determined at specific times by MTT test and DAPI staining, respectively. Finally, the data were statistically 

analyzed by ANOVA.  

Results: Montelukast administration resulted in a significant increase in the viability of cadmium exposed 

kidney cells. The results of MTT test and DAPI staining showed that treatment with montelukast decreased 

cadmium induced cell deformation and led to significant improvement of the damaged cells (p<0.05).  

Conclusion: Considering the beneficial effects of montelukast on renal cells, it can be recommended for 

prevention or treatment of cadmium toxicity.  
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  بررسی اثرمونته لوکاست برسمیت ناشی از کادمیوم در سلول کلیوي جنینی

 )(HEK-293  

 
  5زاده، معصومه احمدي4، جواد جمشیدیان3، الهام حویزي2سیده میثاق جلالی، 1فرنوش کاویانی

 -6835- 7725  :شناسه ارکید. ید چمران اهواز، اهواز، ایراندکتري تخصصی کلینیکال پاتولوژي، گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شه انش آموختهد. 1

0001-0000 

پست ، 061- 33330012- 4790 :تلفن ثابت). مولف مسئول( گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران پاتولوژي، استادیار. 2

   0000- 0003- 0188-5947: شناسه ارکید ،mi.jalali@scu.ac.ir  :الکترونیک

 . ایران اهواز، اهواز، چمران شهید دانشگاه علوم، دانشکده ترانسژنیک، فناوري و بنیادي هاي سلول تحقیقات مرکز شناسی، زیست گروهبیولوژي سلولی تکوینی، استادیار . 3

 .  پایه، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران گروه علومفارماکولوژي، استادیار . 4

  . شاپور اهواز، اهواز، ایراناي، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی جنديگروه بهداشت حرفهشناسی، سماستاد . 5

  

  چکیده

. باشدحیوانات و انسان در حال افزایش میبه دلیل صنعتی شدن جوامع، تجمع کادمیوم در ساختار گیاهان و بدن : زمینه و هدف

هدف از مطالعه حاضر بررسی اثر مونته لوکاست بر سمیت . هاي هدف اصلی براي تجمع و سمیت کادمیوم استکلیه از ارگان

  .باشدکادمیوم در سلول کلیوي می

ن بررسی در شش گروه انجام ای .انجام شد HEK-293 ردهاین مطالعه تجربی بر سلول کلیوي جنینی انسانی : بررسی روش

-هاي مختلف مونتهتیمار با غلظت: هاي مختلف کلریدکادمیوم، گروه سهتیمار با غلظت: کنترل، گروه دو: گروه یک. گرفت

مونته لوکاست  درمانیساعت و سپس تیمار با غلظت  24کلرید کادمیوم به مدت  IC50تیمار با غلظت : لوکاست، گروه چهار

 IC50ساعت و سپس تیمار با غلظت  24لوکاست براي مونته درمانیتیمار با غلظت : ت، گروه پنجساع 72و  24براي 

مونته لوکاست  درمانیکلرید کادمیوم و غلظت  IC50تیمار همزمان با غلظت : ساعت، گروه شش 72و  24کلریدکادمیوم به مدت 

آمیزي دپی و رنگ MTTها به ترتیب با تست هسته سلولمانی و تغییرات هاي معین، زندهسپس در زمان. ساعت 72و  24براي 

  .بررسی شد ANOVAها با تست در انتها داده. مورد بررسی قرارگرفت

و  MTTبررسی با . آلوده به کادمیوم شد هاي کلیويمانی سلولدار زندهلوکاست باعث افزایش معنیدر این مطالعه مونته: هایافته

هاي گیر وضعیت سلولهاي سلولی و همچنین بهبود چشملوکاست سبب کاهش آسیبن با مونتهآمیزي دپی نشان داد درمارنگ

  .)>P 05/0(آسیب دیده ناشی از کادمیوم شد 

گیري یا درمان تواند به عنوان یک انتخاب براي پیشهاي کلیوي، میلوکاست به واسطه تاثیر مثبت بر سلولمونته: گیرينتیجه

  .رح گرددمسمومیت با کادمیوم مط

  هاي بنیادي، بقاي سلولیهاي لوکوترین، سلولکلریدکادمیوم، آنتاگونیست :هاکلید واژه

  6/5/98 :پذیرش       5/5/98: اصلاحیه نهایی         29/3/98:وصول مقاله
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  مقدمه

کادمیوم یک فلز سـنگین طبیعـی اسـت کـه در خـاك،      

ن گیاهان، دود سیگار، گرد و غبار یافـت شـده، همچنـی   

در صنایع به عنـوان عامـل ضـدزنگ، تثبیـت کننـده در      

، تولیــد رنــگ، ســاخت بــاتري و در PVCمحصــولات 

عنـوان جـذب کننـده نـوترون     اي بـه هـاي هسـته  نیروگاه

ایــن فلــز داراي اثــرات ســمی و ). 1(شــود اســتفاده مــی

آمیز براي سلامت انسان و حیوانات بوده و هـیچ  مخاطره

ــوژیکی   ــرد فیزیول ــیت و عملک ــدن خاص ــراي آن در ب ب

مسمومیت با کادمیوم یکی از  ).1، 2(معرفی نشده است 

گـردد کـه از   مشکلات بهداشـت جهـانی محسـوب مـی    

بسیاري از نقاط جهان گزارش شده است وسالانه موارد 

  ).3(کند مرگ و میر متعددي ایجاد می

ــروزه  ــدن    ام ــان و ب ــاختار گیاه ــادمیوم در س ــع ک تجم

اشـد کـه علـت مهـم آن     بحیوانات در حال افـزایش مـی  

کاربرد کودهاي شـیمیایی فسـفاته حـاوي مقـادیر زیـاد      

کادمیوم و همینطور ورود فاضلاب و رسـوب کـادمیوم   

  ).4-6(باشد ها و علوفه مورد استفاده دام میبه زمین

ایران نیز مانند دیگر کشورها بـا مسـمومیت بـا کـادمیوم     

مواجه اسـت، بـه طـوري کـه مطالعـات زیـادي در ایـن        

ص به انجـام رسـیده ماننـد مطالعـه اي کـه توسـط       خصو

Mirzabeygi   در شهرسـتان   2016و همکاران در سـال

تربت حیدریه به انجام رسید، که دریافتند در منـاطقی از  

روستاهاي این شهر غلظت فلز کـادمیوم در آب چـاه از   

  ).7(حد مجاز بالاتر بود 

کادمیوم اثرات وسـیعی بـر بـدن موجـود زنـده دارد بـه       

هـاي مختلـف از جملـه کبـد، کلیـه،      ري کـه ارگـان  طو

-استخوان، سیستم خونساز و سیستم تنفسی را شامل مـی 

 ).8-10(شود

هاي هدف اصـلی بـراي تجمـع و سـمیت     کلیه از ارگان

 عمـدتاً باشد و آسـیب کلیـوي ناشـی از آن    کادمیوم می

هاي ویژه توبولها و بهشامل تخریب و آسیب گلومرول

هــاي تجمــع کــادمیوم در ســلول. باشــدپروکســیمال مــی

ــول ــال توب ــه اخــتلال در  اپیتلی ــتج ب هــاي پروکســیمال من

ــذب و  ــرد بازج ــاًعملک ــی متعاقب ــداد پل ــع رخ اوري، دف

هاي با وزن مولکـولی پـایین، بیکربنـات    ادراري پروتئین

آســیب . شــوداوري، گلــوکزاوري و فســفات اوري مــی

گین کلیوي ناشی از مواجهه حاد و مزمن با ایـن فلـز سـن   

نیـز مطالعـات   در بسیاري از مطالعـات اپیـدمیولوژیک و   

  ).11، 12( تجربی گزارش شده است

هاي متعددي براي سمیت کلیوي ناشی تاکنون مکانیسم

از مسمومیت حاد و مزمن با کادمیوم مطرح شـده اسـت   

که از این بین نقش استرس اکسیداتیو و تضـعیف دفـاع   

ن در بافت کلیـه بـه   اکسیدانی ناشی از این فلز سنگیآنتی

  ).13(اثبات رسیده است 

ــا وجــود اینکــه  ــراب ــودگ يامــروزه ب هــا و یکــاهش آل

مصـرف   ،ومیاز جملـه کـادم   نیبا فلزات سنگ تیمسموم

محدود شده است، اما هنوز تـا کنتـرل    عیفلز در صنا نیا

گیـري از آن فاصـله زیـادي وجـود دارد و     کامل و پیش

ان یـک تهدیـد   مسمومیت با کـادمیوم همچنـان بـه عنـو    

بـراي ســلامت عمـومی بــه خصـوص در کشــورهاي در    

هـاي محققـین   لذا تلاش. گرددحال توسعه محسوب می

ــافتن روش ــه منظــور ی هــا و داروهــاي مناســب جهــت  ب

. ثرات سمی کادمیوم ادامـه دارد پیشگیري و ممانعت از ا

کنون داروي شــاخص بــراي مســمومیت بــا کــادمیوم تــا

داروي  توانــدمــیت لوکاســمونتــه. مطــرح نشــده اســت

مونتـه لوکاسـت یـک    . گـردد  مطـرح مناسبی  پیشنهادي

است که  CysLT1هاي لوکوترین آنتاگونیست گیرنده

-با دارا بودن خصوصیات ضـدالتهابی و همچنـین آنتـی   
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گیـري و  اکسیدانی به عنوان یک داروي مـؤثر در پـیش  

شـود   درمان آسم، و رینیت آلرژیک به کار گرفتـه مـی  

)15، 14 .( 

هـاي جدیـد بسـیاري از    روزه با اسـتفاده از تکنولـوژي  ام

تـوان در خـارج از بـدن    هاي انسان و حیوان را میسلول

کشت آزمایشگاهی شـرایط  . در محیط کشت تکثیر داد

مناســبی را بــراي آزمــایش دارو و ترکیبــات شــیمیایی و 

هـــدف کشـــت . طبیعــی جدیـــد فـــراهم آورده اســـت 

به بـا شـرایط   آزمایشگاهی فـراهم آوردن شـرایطی مشـا   

باشـد تـا بتـوان اثـرات کلینیکـال متفـاوت        تنی می درون

ترکیبات و داروهاي کاربردي را قبل از انسان و حیـوان  

همچنـین از کشـت   . در این شرایط ویـژه بررسـی نمـود   

تـوان بـراي بررسـی بهتـر عملکـرد داروهـا بـر        سلول می

. گـر اسـتفاده نمـود   بافت هدف و حذف عوامل مداخله

هـاي متنـوع کشـت    روزه اسـتفاده از تکنیـک  بنابراین ام ـ

مطالعـات  ). 16(سلول از اهمیت خاصی برخوردار است 

انجام شده بر اثرات مواجهه با کادمیوم در سطح کشـت  

هـاي  سلول، بیانگر افزایش القـاي آپوپتـوز و در غلظـت   

ــالا، نکــروز ســلولی مــی  همچنــین در . )17، 18( باشــدب

وکسـیک کـادمیوم   اي که بـر روي اثـرات سایتوت  مطالعه

در کشت سلول کلیه خرگوش انجـام گرفـت، افـزایش    

غلظت کادمیوم محیط منجر به کاهش تکثیـر و فعالیـت   

هــا و نیــز افــزایش مارکرهــاي آســیب متابولیــک ســلول

   ).19( سلولی گردید

هـا و  باتوجه به ضرورت پیشـگیري و مهـار آلـودگی    لذا

ا ب ـو همچنـین  فلـز سـنگین کـادمیوم     ناشی از مسمومیت

-داراي اثرات آنتی لوکاستتوجه به اینکه داروي مونته

ــودهاکســیدانی  ــهب ــا، مطالع ــی  ي حاضــر ب هــدف بررس

کـادمیوم  فلز ناشی از مسمومیت حاد با توکسیسیتی سیتو

لوکاسـت در محـیط   مونتـه  پیشگیرانه و درمـانی و اثرات 

in vitro  گرفتانجام.  

  

 روش بررسی

  تهیه محلول کادمیوم 

زمایشـــگاه آدر  1397ربـــی در پـــاییز ایـــن مطالعـــه تج

تحقیقاتی کشت سلول دانشگاه شهید چمـران اهـواز بـه    

 Sigmaاز شـرکت   کلرید کـادمیوم  .انجام رسیده است

مـولار  میلـی  1استوك اصـلی بـا غلظـت     .خریداري شد

 هـاي غلظـت  .درجـه نگهـداري شـد    20ه و در منفی تهی

ــولار از  50، 120، 150، 200، 500 ــد میکرومـــ کلریـــ

بــه عنــوان دوزهــاي مــورد  در محــیط کشــت میومکــاد

استفاده در کشت سلولی تهیه شد و پس از فیلتر نمـودن  

ــط ــرنگی  توس ــر سرس ــر در  22/0فیلت ــاي میکرومت  4دم

، 21( گراد تا زمان استفاده نگهداري شـدند   درجه سانتی

20(.  

  تهیه محلول مونته لوکاست

 جـالینوس از شرکت  داروي مونته لوکاستماده خالص 

میلـی   1اسـتوك اصـلی بـا غلظـت     . خریداري شدیران ا

-غلظـت . درجه نگهداري شد 20و در منفی  مولار تهیه

مونتــه  میکرومــولار از   10، 50، 100، 150، 200 هــاي 

بـه عنـوان دوزهـاي مـورد      در محـیط کشـت   لوکاسـت 

استفاده در کشت سلولی تهیه شد و پس از فیلتر نمـودن  

ــرنگی   ــر سرس ــط فیلت ــر 22/0توس ــاي  میکرومت  4در دم

  ).22( د تا زمان استفاده نگهداري شدگرا  درجه سانتی

  کشت و پاساژ سلولی

 کلیـوي جنینـی انسـانی   هـاي  این آزمایش بر روي سلول

ــداري شــده از   HEK-293 رده ــتور  ؤمخری ــه پاس سس

 DMEMدر محـیط کشـت   هـا  سـلول  .انجام شدتهران 

(Gibco, USA)  حاوي(Gibco, USA) 10 %FBS 
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در  %1 (Gibco, USA)استرپتومایسـین   /و پنی سـیلین 

ر کشت و د T25 (SPL, Korea)هاي کشت فلاسک

رطوبــت  ،CO2% 5 بــا )شــرکت ســینا،ایران ( انکوبــاتور

محیط هر دو روز . ندنگهداري شد C 37و دماي  95%

 سلول از فلاسککف % 80 زمانی که حدوداتعویض و 

 ,EDTA (Gibco/ها با استفاده از ترپسینسلول، پر شد

USA, 0.25) 23( داده شدند پاساژ.(  

  هاي مورفولوژیکیبررسی

ابتـدا  ، هـا سـلول  ی و مقایسـه مورفولوژیـک  بررس جهت

سلول به ازاء هـر   5×  104به تعداد   HEK-293هاسلول

کشـت   (SPL, Korea)اي خانـه  24پلیـت   ازچاهـک  

ســـاعت در محـــیط کشـــت  24گردیـــد و بـــه مـــدت 

DMEM سـپس از . دندنگهـداري ش ـ  10% حاوي سرم 

 تیمـار شـده بـا   هـاي  و گـروه ) تیمار نشده(گروه کنترل 

 روز با دوربین دیجیتال 1گذشت  پس از ،IC50غلظت 

(X51, Olympus, Japan)    متصل بـه میکروسـکوپ

بـــا ) TCM 400, Labomed, USA(اینـــورت 

ــایی ــد و تصـــاویر     X 20بزرگنمـ ــه شـ ــس گرفتـ عکـ

یمـار  هـاي کنتـرل و ت  میکروسکوپی هر سلول در گـروه 

  .بررسی و مقایسه شدند

  هاي مورد استفاده بنديگروه

گـروه یـک،   : هاي مورد بررسی از قـرار زیـر بـود   گروه

 هـا بـراي سـلول   گروه کنترل که فقـط از محـیط کشـت   

ــا غلظــت . شــداســتفاده  هــاي گــروه دو، گــروه تیمــار ب

. )50، 120، 150، 200، 500(وممختلــف کلریــد کــادمی

-هـاي مختلـف مونتـه   لظـت گروه سه، گروه تیمـار بـا غ  

گروه چهار، .)22( )10، 50، 100، 150، 200( لوکاست

بـه   کلریـد کـادمیوم   IC50که بـا غلظـت   ي گروه تیمار

-مونتـه  درمـانی با غلظت  تیمار و سپس ساعت 24مدت 

، گروه پـنج . ساعت تیمار شدند 72و  24براي لوکاست 

-مونتـه  IC50ها بـا غلظـت   گروه تیماري که ابتدا سلول

 IC50ساعت تیمار و سپس با غلظت  24براي ست لوکا

. ساعت تیمـار شـدند   72و  24به مدت  ،کلرید کادمیوم

بـا  بـه طـور همزمـان    هـا  لسلو، در این گروه گروه شش

-مونتـه  درمـانی کلرید کادمیوم و غلظـت   IC50 غلظت

 سـپس . ساعت تیمـار گردیدنـد   72و  24براي لوکاست 

 تسـت با استفاده از  هامانی سلولزندههاي معین در زمان

MTT  ندشدقرار داده بررسی و سنجش مورد.  

  MTTآزمون 

تیمار شده با غلظـت  هايمیزان بقاي سلول بررسی براي

روش  ،کلرید کـادمیوم و مونتـه لوکاسـت   هاي مختلف 

MTT 3-(4 ,5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltertrazolium Bromide) اسـتفاده  مورد 

با  )MTT )Sigma, USA ین آزموندر ا .قرار گرفت

  . به صورت زیر استفاده شد mg/ml 5غلظت 

ــا خانــه 96هــاي در پلیــت HEK-293هــاي ســلول اي ب

بنـدي ذکـر   در هر چاهـک مطـابق گـروه    1× 104تعداد 

ــشــده کشــت شــدند   ــا محــیط   24مــدت هو ب ســاعت ب

DMEM   نگهـداري و بعـد از آن بـا     10% حـاوي سـرم

ول یبـات تیمـار و در روز ا  هاي ذکر شـده از ترک غلظت

 آزمـون بطـور خلاصـه   . تعیـین شـد    IC50هـاي غلظـت 

MTT   از محـیط کشـت   کـه   به این صورت انجـام شـد

محـیط   µl 100حـدود   خـارج و حـاوي سـلول   چاهک 

 جـایگزین آن شـد و   MTTمحلـول   µl 10تازه حاوي 

 انکوبــه C 37در دمــاي ســاعت  3هــا بــه مــدت ســلول

 µlبه هـر چاهـک   خارج و  MTTسپس محلول  .شدند

100 DMSO (Merck, USA, 100%) و  اضافه شد

جـذب نـوري    در انتهـا . سـاعت انکوبـه شـد    1مـدت  ه ب

نانومتر با اسـتفاده از دسـتگاه    570ها در طول موج نمونه

  .شد یريگ اندازه) آمریکا، Biotek(میکروپلیت ریدر
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ــین  ــت تعی ــه    IC50غلظ ــادمیوم و مونت ــد ک ــراي کلری ب

 HEK-293هـاي  سـلول این تست  براي انجام لوکاست

 24مـدت  ه خانـه ب ـ  96هـاي  در پلیـت  1× 104به تعـداد  

کشـت   FBS %10با  DMEMساعت در محیط کشت 

 50، 120، 150، 200، 500 هـاي شدند و سپس با غلظت

، 50، 10 هـاي میکرومولار از کلرید کـادمیوم و غلظـت  

ــه  250، 200، 150، 100 ــولار از مونت ــت میکروم لوکاس

هـا  مانی سـلول انکوبه شدند؛ سپس زندهساعت  24براي 

  .شد ارزیابی MTTبا استفاده از تست 

 DAPIها بـا رنـگ آمیـزي    بررسی تغییرات هسته سلول

-HEK هــايبــه منظــور ارزیــابی تغییــرات هســته ســلول

هــاي هــا در محــیط کشــت حــاوي غلظــت، ســلول293

IC50 به تنهایی یا تحت تیمار با مونتـه  کلرید کادمیوم-

پـس از ایـن   . ساعت کشت شـدند  48 به مدتست لوکا

 گردیـد و سـپس   ها خـارج محیط رویی سلول زمان ابتدا

و  تثبیـت  % 4پارافرمالدهیـد  بـا  شسته و  PBS ها باسلول

 DAPI (Sigma, USA) 300nMبا استفاده از رنـگ 

 PBSهـا سـه بـار بـا     سـلول  در ادامه. آمیزي شدندرنگ

ئورسـنت بـا   شستشو شـدند و در زیـر میکروسـکوپ فلو   

-در ایـن رنـگ   .بـرداري انجـام شـد   فیلتر بنفش عکـس 

 منقبض و قطعه قطعههاي هسته هاي دارايسلولآمیزي، 

  .گزارش گردید آسیب دیدههاي به عنوان سلول شده

  

  آماري بررسی

 افـزار  نـرم ، با کمـک  MTTهاي حاصل از آزمون داده

SPSS   18نسـخه )(IBM SPSS, Armonk, NY, 

USA آنالیز واریـانس   اريو آزمون آم(ANOVA)  دو

و  تجزیـه و تحلیــل شــدند طرفـه بــا تسـت تعقیبــی تــوکی   

  .دار در نظر گرفته شدمعنی >05/0pها در سطح تفاوت

  

  هایافته

  اثر کادمیوم بر رشد سلولی

هـاي کلیـوي و   پس از تهیه یک تک لایه سلولی از سلول

لـف از کلریـد کـادمیوم، میـزان     هـاي مخت تیمار با غلظـت 

مـورد بررسـی قـرار     MTTهـا بـا روش   مـانی سـلول  ندهز

. براي کلرید کادمیوم تعریف شد IC50گرفت و غلظت 

، 500 هـاي هـا بـا غلظـت   طوري که پس از تیمار سـلول هب

میکــرو مــولار از کلریــد کــادمیوم  50و  120، 150، 200

، 41، 32، 24سـاعت، بـه ترتیـب     24سلولی پـس از  بقاي 

، 16، 7 ســاعت بــه ترتیــب 72درصــد و پــس از  62و  50

تــایج و بــا توجــه بــه ن. درصــد ارزیــابی شــد 51و  25، 23

غلظت کلرید  ها، با افزایشمانی سلولمقایسه درصد زنده

داري هـا بـه طـور معنـی    مانی سـلول کادمیوم، درصد زنده

و ) >p 05/0(نســبت بــه گــروه کنتــرل کــاهش یافتــه      

ش هـا کـاه  مـانی سـلول  گذشـت زمـان، زنـده    با همینطور

دار نسبت به گروه کنترل در همین زمان نشان دادنـد  معنی

)05/0 p< .( میکرومولار  120مطابق نتایج حاصله غلظت

  ).1شکل( براي کلرید کادمیوم تعیین شد IC50به عنوان 

  

- بر بقاي سلول هاي مختلف کلرید کادمیوماثرات غلظت :1شکل

 120و تعیین غلظت  MTTبا استفاده از تست  HEK-293هاي

، ANOVAآزمون ( IC50 به عنوان از کلرید کادمیوم مولارمیکرو

05/0P< .( در این نمودار بررسی بقا بر اساسMTT  3و  1در روزهاي  

در این مطالعه هر آزمایش حداقل سه بار تکرار گردید و  .نیز ارزیابی شد

  .باشدها میداده) >05/0P(داري حروف نامشابه نشان دهنده معنی
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  لوکاست بر رشد سلولینتهاثر مو

لوکاسـت پـس از   ي تعیین غلظت درمانی مناسب مونتهبرا

 10و  50، 100، 150، 200هــاي تیمــار ســلول بــا غلظــت

سـاعت بـه    24میکرومولار از دارو، بقاي سـلولی پـس از   

ــب  ــت و   105و 102، 100، 98، 97ترتی ــوده اس درصــد ب

درصــد  104و  103، 100، 97، 95سـاعت بـه    72پـس از  

هـا  مانی سـلول با توجه به درصد زنده. اندمانی رسیدهندهز

میکرومـولار از   100و مقایسه آن با گروه کنترل، غلظـت  

 هـاي بعـدي انتخـاب گردیـد    براي آزمـون لوکاست مونته

  ).2شکل(

  

  

-بر بقاي سلول هاي مختلف مونته لوکاستاثرات غلظت :2شکل

 100لظت و تعیین غ MTTبا استفاده از تست  HEK-293هاي

آزمون (غلظت درمانی مناسب  به عنوان از مونته لوکاست مولارمیکرو

ANOVA ،05/0P< .( در این نمودار بررسی بقا بر اساسMTT  در

در این مطالعه هر آزمایش حداقل سه بار . نیز ارزیابی شد 3و  1روزهاي 

 ها داده) >05/0P( داري معنیتکرار گردید و حروف نامشابه نشان دهنده 

  .ی باشدم

  

  بر کشت سلول توأملوکاست اثر کلرید کادمیوم و مونته

از کلریـد کـادمیوم    IC50دست آوردن غلظت پس از به

از مونتـه لوکاسـت، بـا     دست آوردن غلظـت درمـانی  هو ب

هـا در  سـلول  ،روش کار بندي ذکر شده درتوجه به گروه

به محیط کشـت گـروه اول   . شش گروه طبقه بندي شدند

بـه   .نشـد تـا بـه عنـوان کنتـرل مطـرح باشـد        چیزي اضافه

هـا کلریـد کـادمیوم بـا     محیط کشت گروه دوم از سـلول 

فه شده و بـه عنـوان   اضا) میکرومولار IC50 )120غلظت 

در ایـن گـروه    طـوري کـه  مطرح شد، به گروه کنترل سم

بررسی شـد کـه    MTTمانی توسط بعد از یک روز زنده

 .درصـد رسـید   25و در روز سوم بـه  درصد رسیده  50به 

تیمـار   )میکرومولار 100( لوکاستمونته که با گروه سوم

درصـد   100مانی بـه  درصد زندهشده و پس از یک روز 

مـانی را نشـان   در روز سوم نیز همین میـزان زنـده   و رسید

هـا بـا   در گروه چهارم ابتدا به مدت یـک روز سـلول  . داد

- مجاور شده و پـس از ایـن مـدت مونتـه    کلرید کادمیوم 

 MTTبـا بررسـی   . لوکاست به محیط کشـت اضـافه شـد   

ساعت  24راي این گروه بعد از مانی بمربوطه درصد زنده

ــه عــدد 72د رســیده و بعــد از درصــ 65 بــه  80 ســاعت ب

دار که نشان دهنده تاثیر مثبـت و معنـی  . درصد رسیده بود

هاي آلوده به کلرید کـادمیوم بـود   لوکاست بر سلولمونته

هـاي  گیـري سـبب بهبـود سـلول    چشـم ه بصورت بطوریک

وکاسـت بـه   لدر گـروه پـنجم مونتـه   . دیده گردیـد آسیب 

د ساعت قبل از تجویز سـم کلری ـ  24صورت پیش درمان 

کـه در ایـن حالـت     کادمیوم به محیط کشـت اضـافه شـد   

MTT  51سـاعت از تجـویز کلریـد کـادمیوم      24پس از 

درصد رسیده بود که نتایج  28ساعت بعد به  72درصد و 

ــه نشــان لوکاســت بــویژه بعــد از روز اول اثــرات  داد مونت

پیشگیرانه قابل توجهی در برابر تیمار بـا کلریـد کـادمیوم    

گروه ششم، گروهی بودند کـه بـه صـورت    . نداشته است

 تیمـار وکاست و کلرید کادمیوم لمونتهها با سلولهمزمان 

سـاعت بعـد از تیمـار     72و  24ها مانی سلولو زندهند شد

در ایـن گـروه بعـد از یـک     هـا  سلول MTT. شد بررسی

درصـد   33روز بـه   3درصـد رسـیده و بعـد از     54روز به 

 بـا آزمـون   نتـایج  بـر اسـاس بررسـی   بنـابراین  . رسیده بود

)ANOVA( مشـخص   طرفه با تست تعقیبی تـوکی  یک
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وم نیـز  لوکاست بـا کلریـد کـادمی   تیمار همزمان مونتهشد، 

را م لریـد کـادمیو  تواند تـا حـدودي اثـرات مخـرب ک    می

  ).3شکل( سازد مهار

              

و غلظت درمانی داروي مونته لوکاست بر  از کلرید کادمیوم IC50اثرات غلظت  :3شکل

). >ANOVA ،05/0Pآزمون ( MTTبا استفاده از تست  HEK-293هايبقاي سلول

این مطالعه هر در . ارزیابی شد 3و  1در روزهاي  MTTدر این نمودار بررسی بقا بر اساس 

) >05/0P( داري معنیآزمایش حداقل سه بار تکرار گردید و حروف نامشابه نشان دهنده 

کلرید کادمیوم با غلظت : C. میکرومولار 100مونته لوکاست با غلظت : M. ها می باشدداده

ابتدا سلول : C&M. تیمار هم زمان مونته لوکاست و کلرید کادمیوم: MC. میکرومولار 120

میکرومولار کلرید کادمیوم تیمار و سپس براي سه روز با  120ساعت با غلظت  24براي ها 

ساعت با  24ابتدا سلول ها براي : M&C. میکرومولار مونته لوکاست تیمار شدند 100غلظت 

 120میکرومولار مونته لوکاست تیمار و سپس براي سه روز با غلظت  100غلظت 

  .شدند میکرومولار کلرید کادمیوم تیمار

  

بـا   HEK-293هـاي  بررسی تغییـرات موفولـوژي سـلول   

ــورت اســتفاده از عکــس ــا میکروســکوپ این ــرداري ب  ب

ــلول در مجـــاورت  HEK-293هـــاي مورفولـــوژي سـ

از کلرید کادمیوم نسبت به گروه کنتـرل،   IC50غلظت 

 هـــاطـــوري کـــه انـــدازه ســـلولر شـــده بدچـــار تغییـــ

ها چروکیده و متـراکم شـده و   کروي،کوچکتر و سلول

همانگونـه کـه   . بـود قدرت چسبندگی آنها کاهش یافته 

 100شود مونته لوکاست بـا غلظـت   در تصاویر دیده می

ها نداشته میکرومولار تغییر مورفولوژي خاصی بر سلول

ها به حالت نرمال دیده شـد  هاي سلولو شکل و ویژگی

 ).4شکل (

 

) X20(لوکاست، با میکروسکوپ معکوس رید کادمیوم و غلظت درمانی مونتهکل IC50غلظت  کنترل و تیمار شده با HEK-239هاي بررسی مورفولوژي سلول :4شکل

A - باشداز لحاظ ظاهري، کشیده و کاملا چسیبیده به سطح میها ، سلولنمونه کنترل. B- اي این هلوکاست، سلولمیکرو مولار از مونته 100هاي تیمار شده با غلظت سلول

از کلرید  IC50تیمار شده با غلظت  هايسلول -C .هستند) هایی کشیده و کاملا متصل به کف فلاسکسلول( HEK-293هاي هاي طبیعی سلولپلیت نیز داراي ویژگی

کادمیوم ساعت تیمار با کلرید  24هایی که پس از لولس- D. حالت متراکم دارند ها کاهش یافته وده و تعداد سلولبو در حال آپوپتوز هاکه سلول) میکرومولار 120(کادمیوم 

که پس از هایی سلول -E .بزرگتر شده بودو از نظر ظاهري  ها بیشترسلولتعداد این گروه نسبت به گروه کلرید کادمیوم  در .لوکاست تیمار شدندساعت با مونته 24به مدت 

هاي این گروه نسبت به گروه کلرید کادمیوم تعداد بیشتر و اندازه بزرگتري دارند سلول .ساعت مجاور شده اند 24ت لوکاست با کلرید کادمیوم به مدساعت تیمار با مونته 24

این گروه نیز هاي سلول. اندت و کلرید کادمیوم تیمار شدهلوکاسهایی که همزمان با مونتهسلول -F .تر بودوکاست، متراکملها در گروه درمانی با مونته لولاما نسبت به فرم س

  .لوکاست ظاهر بهتري را نشان ندادهاي گروه درمانی با مونتهه سلولنسبت به گروه کلرید کادمیوم اندازه بزرگتر و آپوپتوز کمتري مشاهده شد اما نسبت ب
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بـا اسـتفاده    HEK-293هاي بررسی تغییرات هسته سلول

از  پـس  وسـکوپ فلوئورسـنت  میکررداري بـا  بکساز ع

هـاي کنتـرل و   دپی، تغییـر در هسـته سـلول    میزيآنگر

. وپ فلئورســنت بررســی شــدتیمــار یافتــه بــا میکروســک

ــلول  ــته س ــدون    هس ــی و ب ــورت طبیع ــرل بص ــاي کنت ه

بـا   هـاي تیماریافتـه  هسـته سـلول  . یده شـد چروکیدگی د

ــه صــورت قطعــه قطعــه، منقــبض و   کلریــد کــادمیوم، ب

اي همچنین بررسـی تغییـرات هسـته   . ه شدچروکیده دید

لوکاست باعث بهبود وضـعیت  یید کرد که تیمار مونتهتا

  ).5 شکل(ها شده بود هسته سلول

  

لوکاسـت، بـا   ریـد کـادمیوم و غلظـت درمـانی مونتـه     کل IC50غلظـت   کنتـرل و تیمـار شـده بـا     HEK-293هـاي  بررسی مورفولـوژي هسـته سـلول    :5شکل

میکـرو مـولار از    100ا غلظت تیمار شده بهاي سلول -B .داراي هسته بزرگ و سالم بودندها ، در این گروه سلولنمونه کنترل -Aمیکروسکوپ فلوئورسنت 

-هسـته . میکرومـولار  120غلظت  با هاي تیمار شده با کلرید کادمیومسلول -C .ي  یکدست و بزرگ بودندها داراي هستهدر این گروه سلول .لوکاستمونته

-سـاعت بـا مونتـه    24ساعت تیمار با کلریـد کـادمیوم بـه مـدت      24که پس از  هاییسلول -D. قطعه شدن بود و قطعه در حال آپوپتوزهاي این گروه ي سلول

 24کـه پـس از   ی هـای سـلول  -E .هاي این گروه وضعیتی بهتر و پیوستگی بیشتري نسبت به گـروه کلریـد کـادمیوم داشـتند    ي سلولهسته.لوکاست تیمار شدند

ها نسبت به گروه کلرید کادمیوم دچـار آسـیب کمتـر شـده و     ي سلولهسته. اندساعت مجاور شده 24ادمیوم به مدت رید کلوکاست با کلونتهساعت تیمار با م

ها دچـار  ي این سلولهسته. ساعت تیمار شدند 24به مدت لوکاست و کلرید کادمیوم هایی که همزمان با مونتهسلول -F.ها نیز بزرگتر بوده استي هستهاندازه

  .کمتري نسبت به گروه کلرید کادمیوم شده استآپوپتوز 

  

   بحث

هـاي اخیـر بــه دنبـال پیشـرفت صـنعت، فلــزات      در سـال 

. انده کادمیوم در محیط زیست آزاد شدهسنگین از جمل

به دنبال این آلودگی مسمومیت در افـراد، بـه خصـوص    

). 24( انــدهــاي شــغلی بــروز بیشــتري داشــتهمســمومیت

ت سمی کلرید کادمیوم بـر  رامطالعه حاضر به بررسی اث

. وبول پروکسـیمال کلیـوي پرداخـت   هاي تکشت سلول

ــه  ــوري ک ــزي    بط ــگ آمی ــوژي، رن ــاهدات مورفول مش

DAPI  ــایج تســت ــر اییــدت MTTو نت کننــده آســیب ب

کـادمیوم بـه واسـطه    . هـا بـود  مانی سـلول ساختار و زنده

لوم آندوپلاسمی باعـث آسـیب   ورتیک در ایجاد استرس

در مطالعـات قبلـی   ). 25( شـود وي مـی هاي کلیبه سلول

ــابی از     ــور انتخ ــه ط ــوي ب ــمومیت کلی ــاد مس ــراي ایج ب

-کادمیوم استفاده شده است، که باعث آسیب به سـلول 
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هاي پروکسیمال گردیده و این آسیب با انواع ترکیبات 

کـادمیوم در   سـولفید و اکسـید  کادمیوم ماننـد، کلریـد،   

  ).26( گزارش گردیده است MTTآمیزي رنگ

ــترده  ب ــات گس ــروزه تحقیق ــابراین ام ــوص ن اي در خص

ها و داروهایی که آسیب ناشی از ایـن مسـمومیت   روش

 ).27(رسـد  یا بـروز آن را کـاهش دهنـد بـه انجـام مـی      

اکسـیدان و ضـد   مصرف شـلاته کننـده هـا، مـواد آنتـی     

بـا ایـن    انـد هـا گـزارش شـده   نالتهاب در راس این درما

یـن مسـومیت   وجود تـا کنـون دارویـی شـاخص بـراي ا     

هـاي مقابلـه بـا ایـن     یکـی از روش . معرفـی نشـده اسـت   

). 28(شـوند  هـا محسـوب مـی   اکسـیدان اکسیدان، آنتـی 

-اکسـیدان انـد کـه آنتـی   ها نشان دادهبسیاري از گزارش

اثـر   Cو  Eهایی از نوع ویتـامین بـه خصـوص ویتـامین     

محافظتی بر مسمومیت ایجاد شده با کادمیوم در حیـوان  

ــگاهی د ــت  آزمایش همینطــور ترکیــب  ). 29(اشــته اس

توانـد  و آلفا توکوفرول و سلنیوم، می Cدرمانی ویتامین 

 ).30( اي توسط کادمیوم موثر باشددر مسمومیت روده

هـاي سـمی کـادمیوم    در این مطالعه براي کاهش آسیب

دارویی کـه  . لوکاست استفاده شده استاز داروي مونته

توانـد اثـر ضـد    یبه واسطه اثر ضد گیرنده لوکوترین م ـ

مطالعـه  ). 14، 15(اکسیدانی داشـته باشـد   التهابی و آنتی

ه از داروي مونته لوکاست در حاضر نشان داد که استفاد

ــده ــلول  زن ــاي س ــزایش بق ــانی و اف ــاي م  HEK-293ه

بـه طـوري   . ش باشـد تواند اثر بخمسموم به کادمیوم می

ــی  ــه در بررس ــايک ــه   ه ــلولی در نمون ــاي س ــار  بق تیم

لوکاست یا در نمونه درمـانی  میوم همراه مونتهکلریدکاد

دنبال آسیب با کادمیوم نسبت بـه تیمـار   هلوکاست بمونته

داري بیشـتر  ید کادمیوم بقاي سـلولی بطـور معنـی   با کلر

هـاي  ی سـلول مـان لوکاسـت در زنـده  بود، بنابراین مونتـه 

نـین در  همچ. گیري داشته استکلیوي تاثیر مثبت چشم

ها در هد بهبود وضعیت هسته سلولآمیزي دپی شارنگ

هـا  لوکاست بوده و سـلول هاي درمان شده با مونتهسلول

از نظر شکل ظاهري و حجم کروماتینی نسبت به نمونـه  

 .درمان نشده، در وضعیت بسیار مساعدتري قرار داشـتند 

در مطالعـه  مـانی  با بررسـی درصـدهاي زنـده   در مجموع 

سـت و  لوکانتـه هاي تیمار بـا مو سلول مشخص شد حاضر

مـانی بیشـتري نسـبت بـه     کلرید کـادمیوم از درصـد زنـده   

ولـی بـا توجـه بـه     . برخوردار بودند کادمیومگروه کنترل 

لوکاسـت،  شخص است که با تجـویز متنـوع مونتـه   نتایج م

تجـویز  . شـود ها ایجـاد مـی  ولاثرات مختلفی از آن بر سل

بـه  لوکاست بعد از آلودگی با کلرید کادمیوم نسبت مونته

لوکاست بـا  از آلودگی و تجویز همزمان مونته تجوبز قبل

ل توجه و بهتري داشـت و درصـد   کادمیوم اثر درمانی قاب

درصـد در روز سـوم رسـانده     80ها را بـه  مانی سلولزنده

  .بود

اکســیدانی بــه بررســی اثــر آنتــی ي دیگــريدر مطالعــه 

لوکاست بر استرس اکسیداتیو در تشنج حاصـل از  مونته

ــرازول پردا دارو ــیلن تت ــد   ي پنت ــه در یافتن ــد، ک ــه ش خت

لوکاست باعث افزایش سطح سوپراکسـید  مصرف مونته

اهش سطح مـالون دیآلدهیـد شـده اسـت     دیسموتاز و ک

یب حــاد ایجــاد شــده بعــلاوه در تحقیقــی بــر آســ). 31(

هـاي  میکروبی بیمارسـتانی بـه ارگـان   توسط عفونت پلی

-، کــه مونتــه، قلــب و ریــه دریافتنــدحیــاتی کلیــه، کبــد

-این اعضا اثر مثبت داشـته و زنـده   لوکاست بر عملکرد

-را افزایش داده و سـطح آنتـی   موشهاي صحراییمانی 

  ).14( ها را افزایش داده استهاي بافتاکسیدان

-اثـرات داروي مونتـه   هاي زیـادي در خصـوص  بررسی

لوکاست در کشت سلول به عمل آمده اسـت، بـه طـور    
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اثـر ضـد التهـابی     2017سـال   رو همکاران د Tsaiمثال 

هـاي ریـوي مشـاهده    لوکاست را بر سرطان سـلول مونته

، در 2018و همکـاران در   Wieهمینطـور  ). 32( کردند

ی، اثر ضد گیرنده لوکـوترین  هاي استخوانکشت سلول

سیسـتئینیل لوکـوترین   . لوکاست را بررسی کردنـد مونته

از  متابولیتی از اسید آراشیدونیک است کـه در بسـیاري  

باشد، کـه در ایـن مـوارد اسـتفاده از     ها دخیل میالتهاب

ــوترین     ــده لوک ــتی گیرن ــت آنتاگونیس ــا ماهی ــی ب داروی

این دارو علاوه بر استفاده آن ). 33( کمک کننده است

هــاي تنفســی مــزمن، در در رینیــت آلرژِیــک و بیمــاري

جلـــوگیري از پیشـــرفت آترواســـکلروزیز و همینطـــور 

لوکاسـت بـه   تی دارد که مونتهزي اثر محافظایسکمی مغ

عنوان یک آنتاگونیست قوي بـراي گیرنـده لوکـوترین    

لوکاست در مسمومیت درمان با مونته). 34(مطرح است 

ود حاد کلیوي حاصل از تزریق سیس پلاتین، باعث بهب ـ

آلدهیـد و گلوتـاتیون   سطح کـراتینین، اوره، مـالون دي  

هـاي  همچنـین یافتـه   .پروکسیداز در خـون بیمـاران شـد   

همچنـین  ). 35(پاتولوژي با این نتیجه همخـوانی داشـت   

لوکاست در پارکینسون ایجاد شده توسط درمان با مونته

روتنــون، بــا پاســخ روبــه رو شــده، کــه بــه واســطه اثــر  

-گیرنــده سیســتئینیل لوکــوترین مونتــهآنتاگونیســتی بــر 

  ).36( باشدلوکاست می

 

  گیرينتیجه

-مونتـه  بـر نقـش   مطالعه حاضـر شـواهد جدیـدي مبنـی    

کلریـد کـادمیوم بـر     لوکاست بر کـاهش اثـرات سـمی   

ــه. نشــان داد HEK-293ســلول  لوکاســت تجــویز مونت

کلرید کادمیوم باعث افـزایش   هاي آلوده بهبراي سلول

دپـی   آمیـزي شده و رنـگ  MTTها در مانی سلولزنده

لوکاسـت بـر   گیـر مونتـه  ها نشان دهنـده اثـر چشـم   سلول

  .باشدسلولی می کاهش و جبران آسیب

  

  تشکر و قدردانی

این تحقیق در قالب پایان نامه دکتري تخصصـی بـا کـد    

ــال  9517702 ــرا   1397در س ــهید چم ــگاه ش ن در دانش

نویسندگان مراتب تشـکر خـود   . اهواز به تصویب رسید

بـه جهـت پشـتیبانی    دانشـگاه  آن ز معاونت پژوهشی را ا

 .دارندمالی این تحقیق اعلام می

.  
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