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با روش  Xدهی با پرتوی  طبیعی بعد از تابشهای  های سرطانی در مقایسه با سلول حساسیت پرتویی سلول تعیین

 آزمایشگاهیی  : مطالعهMTTسنجش 

 
 5محمد امیری ،4حیدریان اسفندیار، 3، داریوش شهبازی گهرویی2الهام رئیسی، 1فرزانه رئیسی

 
 

‌چکیده

تکثیر و بقای  بررسیروش حساس و دقیق برای یک ، MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-terazoliumbromide] روش مقدمه:

بر اساس تبدیل نمک تترازولیم به بلورهای فورمازان ارغوانی رنگ  MTTحاضر، استفاده از روش  ی مطالعهانجام دهی است. هدف از  تابش های سرطانی پس از سلول
 .بودهای زنده و بررسی شرایط مطلوب برای انجام این آزمایش در تعیین حساسیت پرتوی  از طریق سلول

 دهی با دزهای  استفاده گردید. برای هر نوع سلول، پس از تابش Human dermal fibroblasts (HDF)و  4T1 ،L929 ،AGS سلولی ی چهار رده ها: روش

، MTTروش  .آزمون تعیین شد ی کشت شده و زمان بهینه ی بین جذب و تعداد سلول، تعداد سلول بهینه ی ، رابطهMTT برای آزمون .انجام شد MTT روش، گری 6 و 4، 2، 0
 .انجام شد( Doubling timeها ) برابر زمان دو برابر شدن سلول 6دهی یعنی  روز بعد از تابش 6

 .شدها  مانع رشد سلول ،و تابش یافت کاهشها  سلول بقایبا افزایش دز تابش،  ها: یافته

 را دهی  پس از تابشها  حساسیت سلولتواند  می MTTهای مختلف به تابش متفاوت است و آزمون  حاضر، پاسخ سلول ی بر اساس نتایج مطالعه گیری: نتیجه

 .نمایش دهد

 ایکس پرتویسلولی،  ی، بقاسلولیرده  ،سرطان واژگان کلیدی:

 
 های های سرطانی در مقایسه با سلول حساسیت پرتویی سلول تعیین .امیری محمد اسفندیار، رئیسی فرزانه، رئیسی الهام، شهبازی گهرویی داریوش، حیدریان ارجاع:

 246-250(: 432) 96؛ 1933مجله دانشکده پزشکی اصفهان . آزمایشگاهیی  : مطالعهMTTبا روش سنجش  Xدهی با پرتوی  طبیعی بعد از تابش

 

 مقدمه

-MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5آزمون امروزه 

diphenyl-terazoliumbromide]  برای  متداولبه عنوان یک روش

مورد استفاده قرار ارزیابی سمیت داروها و داروهای ضد سرطان 

 . (1-2) گیرد می

ها در استفاده از آزمون  محدودیت برخی موارد،در  ،با این وجود

MTT توان آن را توسط دیگر  می گونه موارد، وجود دارد که در این

 Water-soluble tetrazolium-1 (WST-1) ،XTT ها مانند فورمازان

[2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-

5-carboxanilide ] یاMTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium ]

کمتر،  سمیت سلولیبه طور کلی  ،ها (. این روش3جایگزین کرد )

(. علاوه بر 4و نیاز به مراحل آزمایش کمتری دارند ) حساسیت بیشتر

همبستگی  ،اکتیو سلول های شمارش رادیو و روش MTTاین، بین 

 (.5) بسیار خوبی وجود دارد

در مقایسه با آزموون   MTTاند که آزمون  مطالعات قبلی نشان داده

 مقاله پژوهشی
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(. 4، 6کلونوژنیک جهت تعیین درصد بقای سلولی، کارآمودتر اسوت )  

هوا، بوین    در تعداد کو  سولول   دیگری نشان داد که  ی همچنین، مطالعه

، ارتبوا   MTTگیری شده در آزمون  تعداد سلول و جذب نوری اندازه

در مقایسووه بووا آزمووون    MTT در آزمووون (.7خطووی وجووود دارد ) 

کلونوژنیک، عوامل متعددی بر فعالیت متابولیک یا انسداد سولولی ارور   

گونه تغییوری   شود که هر می شناسی ریختگذارند و منجر به نتایج  می

فاده از بوا اسوت   شناسوی  ریخوت حوالی کوه تغییورات      در .شود یافت می

ممکون   MTTاست. بنابراین، آزموون    های دیگر نشان داده شده روش

هوای   است برای تعیین فعالیت متابولیک سلولی نسبت به سایر ویژگوی 

رشد سلولی مانند بقای سلول به عنوان یک روش دقیق مورد اسوتفاده  

 (.8قرار گیرد )

گیووری ساسوو   تورین روش بوورای انودازه   رایووج ،روش کلونوژنیوک 

حوال، آزموون     (. بوا ایون  9در علوو  توابش اسوت )    سرتوو ها بوه   سلول

زموان طووینی بورای تشوکیل      نظیور  معایبکلونوژنیک به دلیل بعضی 

هوایی   گیری سلول کلونی، ارر طوینی مدت آلودگی، عد  توانایی اندازه

نی ناشووی از بوودون ستانسوویل کلونوژنیووک و خطاهووای شوومارش کلووو 

کوه برخوی از     (. در حوالی 10است )  ها، محدود شده سوشانی کلونی ه 

های بزرگ در  نمونه ی گیری اندازه با اندازه MTTآزمون  نظیرها   روش

توانند بر معایب تشکیل کلونی غلبه کنند. عولاوه بور    زمان کوتاهی می

(. 11یووک روش ارزان، سوواده و نیمووه خودکووار اسووت )  MTTایوون، 

حساسوویت سرتوووی  بررسووی ،ایوون مطالعووهانجووا  هوودا از راین، بنوواب

دهوی بوا    تابشسس از  سال های  های سرطانی در مقایسه با سلول سلول

 .بود MTT سنجش ایکس با استفاده از آزمون سرتوی

 

 ها روش

(، AGSانسوانی )  ی هوای سولولی سورطان معوده     رده :سلولی ‌‌‌کشت

فیبروبلاسوت سوسوتی    طبیعوی های  (، سلول4T1سرطان سستان موش )

( و فیبروبلاسووت HDFیووا  Human dermal fibroblastsانسووانی )

هوا   سولول  ی ساستور ایران خریداری شد. همه ی سسهؤ( از مL929موشی )

  Roswell Park Memorial Institute 1640 در محووویط کشوووت

(RPMI 1640)  درصود  10حاوی Fetal bovine serum (FBS )و 

( کشووت داده Sigma, USAسووین )یسیلین/استرستوما سنووی درصوود 1

و گوراد   سوانتی  ی درجوه  37دمای شرایط استاندارد ها در  شدند. سلول

 در انکوباتور نگهوداری شودند.   اکسید کربن درصد از گاز دی 5 میزان

 .شد ض یتعویک بار روز  2محیط کشت هر 

سولول در   5000تعداد جهت بررسی تابش سلولی  :سولی ‌‌تابش

ساعت انکوبوه شودند توا بوه      24و به مدت  شدریخته خانه  96سلیت 

 ها تحت تابش فوتون ایکس با انرژی سلول کف سلیت بچسبند. سپس،

  بووووا آهنوووو  دز گووووری  6 و 4، 2، 0در دزهووووای  مگاولووووت 6

 خطووی  ی ، بووا اسووتفاده از شووتاب دهنووده   گری/دقیقووه سووانتی 200

(Siemens, Germany)    هوای   تموا  اسوتر    شواهد  قورار گرفتنود. گوروه

دهی را در شرایط آزمایشگاهی مشابه از لحوا  دموا، فشوار،     مربو  به تابش

دریافوت نکردنود.    هوا سرتووی   این سلول اما، رطوبت و غیره دریافت کردند

دهی بوا   دهی شدند. تابش های مورد مطالعه با یک دز واحد تابش تما  گروه

 یوا  Source surface distance متور    سوانتی  100) منبع از سطح ی فاصله

SSD ) متر مربع انجا  شد. شومایی از فوانتو     سانتی 20×  20و میدان

( ساخته شده بورای ایون   Polymethylmethacrylateگلا  ) سلکسی

 است.  نشان داده شده 1در شکل ، مطالعه

( بوه  Sigma, USA) MTT محلوول :‌MTTو‌آزملل ‌‌‌محولل ‌

 Phosphate buffered saline (PBS)لیتر در  گر /میلی میلی 5میزان 

(Sigma, USA تهیووه و )آزمووون. فیلتوور شوود MTT ،6  روز سووس از

بوه هور هاهوک     MTTمیکرولیتر از محلوول   20دهی انجا  شد.  تابش

ساعت انکوبه  4گراد به مدت  سانتی ی درجه 37اضافه شد و در دمای 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO) میکرولیتوور 200 ،شوودند. سووپس

(Merck, Germany ) جایگزین محلولMTT   دقیقوه   20شد و به مودت

گراد انکوبه شدند. جذب نوری هر هاهوک بوا    سانتی ی درجه 37در دمای 

 Enzyme-linked immunosorbent assayاسووووتفاده از دسووووتگاه 

(ELISA) (Stat Fax-2100 model, Spain )  در طوووول موووو 

 شد.نانومتر، خوانده  540

 

 
‌ها‌تابش‌سول ملرد‌استفاده‌برای‌نمای‌مقطع ‌از‌فانتلم‌.‌1شکل‌

 

 مورد و شاهدهای  آنالیز آماری بین گروه :تجزیه‌و‌تحویل‌آماری

 Prism graphpad (Version 5, GraphPadافوزار   نر از با استفاده 

Software, Inc., La Jolla, CAهای  آزمون ( وKruskal-Wallis و 

  هووای آموواری در سووطح انجووا  گرفووت. داده Dunn تکمیلوویآزمووون 

05/0 > P ها سوه بوار انجوا      نظر گرفته شد. تما  آزمایش  دار در معنی

 انحراا معیار بیان گردید. ±. نتایج به صورت میانگین ندشد

 

 ها افتهی

 HDF و 4T1 ،L929 ،AGSهوای   نتایج منحنی رشد سولول  ،2شکل 
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 دهد. مینشان ای را  ی یک هفته در یک دوره

 

 
‌‌و‌4T1‌،L929‌،AGSهای‌‌.‌منحن ‌رشد‌سول 2شکل‌

Human dermal fibroblasts‌(HDF)‌‌ روز‌7ط‌

 

هوا   سولول  نسبت بقوای با افزایش دز تابش،  که دهد نشان می ،3 شکل

نسوبت بوه سوایر     4T1هوای   یابود. نتوایج نشوان داد کوه سولول      می کاهش

گوری، نسوبت بقوای     2دز در مقاو  به تابش بود و های بررسی شده  سلول

 کاهش نیافت؛ بلکه افزایش یافت. در حالی کوه دز  4T1 های سلولی سلول

، 4T1هوای   خولاا سولول    رشد. بو  4T1های  سلولگری منجر به مرگ  6

گوری نشوان    2 به دزحساسیت بیشتری  AGSو  HDF ،L929های  سلول

 بوایترین میوزان مورگ و میور را در دز      AGSو  L929هوای   . سولول ددادن

نسوبت بوه سوایر     HDFهوای   حوال، سولول    نشان دادنود. بوا ایون    گری 6

مورگ و میور    بودند؛ هرا کههای مورد مطالعه بیشتر به تابش حسا   سلول

 .(P < 001/0) نشان دادند گری 2قابل توجهی را در دز 

 

 
و‌‌4T1‌،L929‌،AGSهای‌‌.‌نسبت‌بقای‌سولی ‌سول 3شکل‌

Human dermal fibroblasts‌(HDFتحت‌تابش‌با‌دزهای‌‌)

‌گری(‌6و‌‌0‌،2‌،4)‌Xمختوف‌پرتلی‌
*00/0‌ >P، **01/0‌ >P، ***001/0‌ >P 

 بحث

بقای سولولی سوس از    ی برای محاسبه MTTهای کلونوژنیک و  آزمون

 ،. مطالعوات اخیور  اند گرفتهیونیزان مورد استفاده قرار  سرتوی دهی تابش

در  MTTحاصول از آزموون    یهوای بقوا   اند کوه منحنوی   گزارش کرده

بور اسوا    (. 1خوبی با نتایج آزموون کلونوژنیوک هسوتند )    خوانی ه 

مطالعات انجا  گرفته، زموان بهینوه بورای سونجش حساسویت سرتووی       

برابر زمان  4-7 ،کلونوژنیک و MTTهای  ها با استفاده از آزمون سلول

(. 12)باشود   موی  ،(DTیوا   Doubling timeهوا )  سلول دو برابر شدن

در مقایسوه بوا آزموون     MTTاند کوه آزموون    مطالعات قبلی نشان داده

 (.5-6کلونوژنیک جهت تعیین درصد بقای سلولی، کارآمدتر است )

هوا،   های متعدد سنجش حساسیت سرتوی سولول  با توجه به روش

تر، ادامه  تر و ساده لعات برای جایگزین نمودن روش مناسب، ارزانمطا

در  .(13اسوت )   بووده  MTTآزموون  بیشترین تمرکز بر روی و داشته 

بوا انحوراا معیوار     NCIH630بورای   MTTآزموون  نتایج ، ای مطالعه

 انحوراا معیوار کمتور از    ی موارد سلولی،  درصد، اما برای بقیه 10حدود 

ممکون   ،انحوراا معیوار  تفواوت  این  (.14است ) گزارش شده درصد 5

هوای مختلوف و نیوز     است ناشی از تغییر در رشد در محیط کشت سلول

 Protein C inhibitorهمچنین، به غیور از سولول   خطای آزمایش باشد. 

(PCI-1 ،) در آزموون  هوای دیگور   سولول بقای MTT    کموی بوایتر از

 2، 0دزهای تابشوی  در . اگر هه مشاهده شده استکلونوژنیک  آزمون

گیوری   های انودازه  درصد بقای سلولداری در  اختلاا معنیگری،  4و 

و کلوینیک مشاهده نشده است، اموا در   MTTهای  آزمونشده توسط 

گیوری شوده بوا هور دو آزموون،       اندازه ی، درصد بقاگری 6دز تابشی 

 .(14) داری نشان داد اختلاا معنی

Sieuwerts را بوا  ها  سلول یو همکاران، خصوصیات رشد و بقا

کووه در  بووه ایوون نتیجووه رسوویدند   بررسووی کردنوود و  MTTآزمووون 

هوا و   بین تعداد سلول ،ها ک  است ، زمانی که تعداد سلولMTTآزمون

گیوری شوده ارتبوا      انودازه ( ODیا  Optical density) هگالی نوری

 .(8خطی وجود دارد )

سولولی   یبقا نسبت(، 9و همکاران ) Buch ،دیگری ی در مطالعه

بررسوی کردنود و   و کلونوژنیوک   MTTرا با استفاده از هر دو آزموون  

، بوا اسوتفاده از آزموون    بقوای سولول  نسبت تعیین  در که نتیجه گرفتند

MTT ،  زموان دو برابور    نظیور برخی از خصوصیات و سارامترهای مه

ن ایون  . بورای برطورا نموود   اسوت   نادیوده گرفتوه شوده    شدن سلول

سیوسته بوا هنودین نمونوه اسوتفاده      MTT های آزمایشاز  محدودیت،

اند که تعوداد مختلوف سولول در هور هاهوک اسوتفاده و تعوداد         کرده

 شومارش شوده   روز بعد از توابش   9زمانی  ی ها برای یک دوره کلونی

  .(12است ) 

ی دیگووری، نشووان داده شووده اسووت کووه در محوویط    در مطالعووه
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هوای هنود    گری، بین آزموایش  6دهی با دز  تابش آزمایشگاهی، سس از

داری وجوود   های مختلوف، همبسوتگی معنوی    رنگی و کلونی در سلول

گوری   6؛ در تحقیق حاضر نیز بورای دز  (15( )درصد R2 > 96) دارد

 این یافته وجود داشت.

 میوزان بقوای  نتایج این مطالعه نشان داد که با افوزایش دز توابش،   

 روششوود.   ها می مانع رشد سلولنیز و تابش یابد  می کاهشها  سلول

MTT    با شرایط مطلوب که شامل بازده کشت و زمان دو برابور شودن

دارای  MTT ونآزمو بنوابراین،  . بود، انجوا  سوذیرفت  سلولی  ی هر رده

دهوی بوا    ها سس از تابش تکثیر سلول بررسیتوانایی قابل توجهی برای 

بورای تعیوین    روش مناسوب عنووان  توانود بوه    و می باشد می X سرتوی

با توجه بوه ایون   . گیرداستفاده مورد دیده   های تابش بقای سلول نسبت

نکتوه کوه متغیرهوای انورژی فوتوون و زموان ممکون اسوت بور بقووای          

نیواز اسوت توا در     های سرطانی تأریر بگذارد، مطالعات بیشوتری  سلول

اطلاعات بتوان به  ،های سرطانی متغیر بر بقای سلولمورد تأریر این دو 

 . بیشتری دست یافت

 یعنوی  شرایط مطلووب در  MTT گیری نهایی این که آزمون نتیجه

هوا، بوه    سولول  سلولی و زمان دو برابر شودن  ی هر ردهدر بازده کشت 

ایون   دهود.  را نموایش موی   های مختلوف بوه توابش    ساس  سلولخوبی 

هوای مختلوف توابش و بقوای      هوا بوه انورژی    حساسیت سولول  ،آزمون

سرطانی را با توجه به مقوادیر افوزایش دز سرتوو بوه خووبی       های سلول

 .دهد نشان می

 

 تشکر و قدردانی

با حمایت موالی معاونوت    2680و  2246ی طرح  به شمارهاین مطالعه 

از  ،همچنوین  .سژوهشی دانشوگاه علوو  سزشوکی شوهرکرد انجوا  شود      

بیمارستان سارسیان شهرکرد بوه ویوژه آقوای     سرتودرمانیکارکنان بخش 

هوای   رضوا زاهودی و خوان  فریبوا عینوی، بابوت کموک        مهند  محمد

 ..شود ارزشمندشان در طول این مطالعه، تشکر و قدردانی می
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Abstract 

Background: MTT assay [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] is a sensitive and 

accurate method to determine survival fraction of irradiated cancer cells. The aim of present study was to 

evaluate the radiosensitivity of cancer cells X-ray Irradiation in comparison to normal cells using the MTT assay. 

Methods: Four cancer cell lines were used, the mouse breast 4T1 cells, the mouse fibroblast L929 cells, the 

human gastric AGS cells, and the human dermal fibroblasts (HDF) cells. For each cell line, MTT assay was 

carried out after irradiation to 0, 2, 4, and 6 Gy. For MTT assay, the relationship between absorbed dose and cell 

number, optimal seeding of cell number, and optimal timing of assay were determined. Then, MTT assay was 

performed when the irradiated cells had regained exponential growth, or when the non-irradiated cells had 

undergone doubling times. 

Findings: With increasing radiation dose, the mortality of the cells increased, and radiation blocked cell growth. 

Conclusion: The response of different cells to irradiation was different. MTT assay may successfully be used, 

and also may distinguish cell responses to different photon energies. MTT assay was undertaken with optimal 

assay conditions, and showed the sensitivity of cells to irradiation with regard to the plating efficiency of each 

cell line, and doubling time at least. 
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