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در تعيين اثر ضد  )SRB( Sulforhodamine B و )Thiazolyl Blue )MTT هاي سنجش ي روش مقايسه

  PC3و  4T1 ،AGSهاي سرطاني  ي سلول تكثيري بروميلين بر رده
  

  5، فاطمه اميني4، اسفنديار حيدريان3گهرويي، داريوش شهبازي 2الهام رئيسي، 1فرزانه رئيسي
  
  

  چكيده
از دارند.  يهاي مختلف  م كنند، اما مكانيز به صورت مهار تكثير سلولي عمل مي اغلبسيتوتوكسيك هستند و  ياساسضد سرطاني، به طور  عوامل طبيعي ي همه مقدمه:

 Sulforhodamine Bو  ]MTTيا  Thiazolyl blue ]3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-terazoliumbromide سنجشدو روش 
)SRB (هاي سنجش  ي روش هدف از انجام اين مطالعه، مقايسهشود.  ها استفاده مي براي ارزيابي رشد سلولMTT  وSRB  براي بررسي اثر سيتوتوكسيك دارو بر

  .هاي سرطاني بود هاي سلول روي رده

و در  متفاوت بروميلينهاي  با غلظت )PC3(انساني  پروستاتسرطان و  )AGS(ي انساني  معدهسرطان )، 4T1( موش سرطان پستان يسلول ي رده ها: روش
ه ب SRBو  MTTسنجش  هاي ، روشمورد مطالعه هاي سرطاني بر رشد و تكثير سلول بروميليندر انكوباتور نگهداري شدند. به منظور بررسي اثر هاي متفاوت  زمان

 .قرار گرفتندمقايسه  مورد Dunnو آزمون تكميلي  Kruskal-Wallisپارامتريك غير هاي  آزمون با استفاده از هاي مورد مطالعه نتايج گروه كار برده شد.

و  MTTكاهش يافت. هر دو روش سنجش  ،انكوباسيون متفاوت هاي زمانو هاي مختلف بروميلين  غلظت در PC3و  4T1 ،AGSهاي  بقاي سلول رشد و ها: يافته
SRBهاي سرطاني، صرف نظر از نوع و فنوتيپ، را بعد از درمان با بروميلين نشان دادند ، به صورت مشابهي كاهش بقاي سلول. 

هاي سرطاني مورد  به طور قابل قبولي اثرات ضد تكثيري بروميلين بر روي سلول SRBو  MTTهاي سنجش  روش ي اين مطالعه،ها بر اساس يافته گيري: نتيجه
  .مطالعه را نشان دادند

  Thiazolyl blue ،Sulforhodamine B تكثير سلولي، ، سلول سرطاني،بروميلين واژگان كليدي:

  
 و )Thiazolyl Blue )MTT هاي سنجش ي روش مقايسه .اميني فاطمهرئيسي فرزانه، رئيسي الهام، شهبازي گهرويي داريوش، حيدريان اسفنديار،  ارجاع:

Sulforhodamine B )SRB(  4هاي سرطاني  ي سلول تكثيري بروميلين بر ردهدر تعيين اثر ضدT1 ،AGS  وPC3 . مجله دانشكده پزشكي اصفهان
  1056- 1061): 443( 35؛ 1396

  
  مقدمه

سه علت  يكي ازدر كشورهاي توسعه يافته و در حال توسعه، سرطان 
 پرتودرمـاني، درمان سـرطان شـامل جراحـي،     است. شايع مرگ و مير

ــا هــر ســه   شــيمي ــاني و اغلــب تركيبــي از دو ي  .)1( باشــد مــيدرم
ترين عوارض جانبي  رايج عوارض جانبي بسياري دارد. ،درماني شيمي

نـوتروپني، ورم دهـان، موكوزيـت، اسـهال و      ،درمـاني  ناشي از شيمي

بخش قابل تـوجهي از كشـف دارو در    ،. در نتيجه)2(استفراغ هستند 
گيري كننده و يا درمان سرطان متمركز  بر عوامل پيش ،سال گذشته 40
 .)1(است   شده

باشـد.   ميلين يكـي از ايـن عوامـل طبيعـي مـي     برو ،در اين راستا
  هاي پروتئوليتيك سولفيدريل بـه  آنزيم ي نام عمومي خانواده ،لينيبروم

هاي قلبي، آرتريت روماتوئيد،  در بيماري و دست آمده از آناناس است

 مقاله پژوهشي
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ــدمان زخــم مفيــد اســت   . )3(ســينوزيت، صــدمات جراحــي و دبري
. )4( ترومبوز و ضد سـرطان دارد  خواص ضد التهاب، ضد ،وميلينبر

به خوبي در بدن پس از تجويز خوراكي بدون هيچ عوارض  ،لينيبروم
  . )5( شود ذب ميطولاني مدت ج ي جانبي حتي پس از استفاده

بر اساس مطالعات سلولي، حيواني و باليني متعددي، بروميلين به 
هـاي   در تركيب با داروهاي ديگـر، رشـد و تكثيـر سـلول     تنهايي و يا

سرطاني مختلفي نظير پسـتان، ملانومـا، سـاركوما، معـده و كولـون را      
  .)6-9(كند  مختل مي
به  اغلبو  دارند سميت سلوليبه خودي خود  ،عوامل طبيعي ي همه

 .)1(كنند  عمل ميمختلف  هاي  مسمكاني ، اما باصورت مهار تكثير سلولي
 Thiazolyl blue شامل سميت سلولييابي فعاليت معمول ارز  روشدو 

]3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-terazoliumbromide  يا
MTT[ و Sulphorhodamine B )SRB (باشد  مي)1( .  

عنوان   ، روش آنزيماتيك به1986اولين بار در سال  MTTروش 
. )10(هاي محلول تترازوليوم معرفـي شـد    سوبستراي واكنش از نمك

توسـط آنـزيم سوكسـينات     MTTشكسـتن نمـك    روش،اساس اين 
 ،اين فعاليـت  ي هاي زنده است. نتيجه دهيدروژناز ميتوكندريايي سلول

ايجاد بلورهاي نامحلول فورمـازان ارغـواني رنـگ اسـت كـه توسـط       
ــايد   دي ــل سولفوكس ــا  Dimethyl sulfoxide(متي ــه ) DMSOي ب

تر و تعدادشان بيشتر  ها فعال آيند. هر چه سلول صورت محلول در مي
ميزان رنگ ايجاد شده بيشتر است. جذب نوري رنگ ارغـواني   ،باشد

 روشنــانومتر بــا اســتفاده از  490-540ظــاهر شــده در طــول مــوج 
Enzyme-linked immunosorbent assay )ELISA( گيـري   اندازه

زمــان مــورد نيــاز بــراي  MTT هــاي  محــدوديتاز ). 11( شــود يمــ
بـين جـذب نـوري و تعـداد سـلول       ي غير خطي رابطهانكوباسيون و 

  .)12-13(باشد  مي
باشد كـه حساسـيت    مي SRBروش دوم ارزيابي سميت سلولي، 

آميزي  خطي بيشتري با تعداد سلول دارد و ميزان رنگ ي بالاتر و رابطه
متكي به جذب بار  SRB. )1، 14(باشد  آن، مستقل از تعداد سلول مي

 ي توسط اسيدهاي آمينه Aminoxanthine، SRBمنفي رنگ صورتي 
، مقـدار رنـگ   باشدچه تعداد سلول بيشتر  هر اساسي در سلول است.
 تجزيهها  شدن، زماني كه سلول تثبيتو پس از  ايجاد شده بيشتر است

 دهـد  و بيشتر جـذب مـي  شود  ميتر  شده شديد  شوند، رنگ منتشر مي
تر از سـنجش   حساس، ساده، قابل تكرار و سريع SRB. سنجش )14(

  . )15(سيگنال به نويز خطي است و  Formazan با اساس
، مطالعـات  SRBو مزايـاي   MTT هـاي   با توجه بـه محـدوديت  

 بيشتر اين دو روش وجود دارد. هـدف از  ي بيشتري به منظور مقايسه
هاي  بروميلين بر روي سلول بررسي اثر ضد تكثيري انجام اين مطالعه،

بــا  )PC3( و پروســتات )AGS( )، معــده4T1ســرطاني پســتان ( 

  .بود SRBو  MTT هاي سنجش روش
  

  ها روش
و  4T1 ،AGSسـرطاني  هـاي   سـلول  ي تجربـي، رده  ي در اين مطالعه

PC3  محـيط كشـت  ، درصد 25/0از انستيتو پاستور ايران و تريپسين 
Roswell Park Memorial Institute-1640 )RPMI-1640( ،

Fetal bovine serum )FBS ( و قرصPhosphate buffer saline 
)PBS( )Gibco ،(Sulforhodamine B )SRB ،(Trichloroacetic acid 
)TCA(، Acid acetic و Aminomethane )hydroxymethyl) (Tris ،

 Dimethyl sulfoxideو  )Merck, Germany(و بـروميلين   )آمريكـا 
)DMSO (و MTT )Sigmaخريداري شدند. از شركت) ، آمريكا    

هـاي مناسـب بـراي     بروميلين در محيط كشت حل شد تا غلظت
هاي سرطاني، با اضافه  مطالعه آماده گردد. محيط مورد نياز براي سلول

  استرپتومايسـين و  /سـيلين  بيوتيـك پنـي   محلـول آنتـي   درصـد  1كردن 
هـاي سـرطاني، در    تهيه شد. سلول RPMI-1640به  FBS درصد 10

اثـر  انكوبـه شـدند.    درصـد  CO2 5 گـراد و  سـانتي  ي درجه 37دماي 
ــروميلين ــلول  ب ــر س ــد و تكثي ــر رش ــاي ب ــا PC3و  4T1 ،AGS ه  ب

تعداد  ،شد. در هر دو روشبررسي SRB و MTTسنجش  هاي روش
چاهك از پليت  در هرمحيط كشت ميكروليتر  200سلول در  5 × 103
، 200، 100، 50، 20، 10، 5 هاي متفاوت بـروميلين  با غلظتخانه  96

  و  24هـاي متفــاوت   زمــان ليتـر در  ميكروگرم/ميلـي  600و  400، 300
  درمان شدند. ساعت  48

) Trichloroacetic acid )TCA، بعد از درمان، SRBدر روش 
نگهـداري  گـراد   ي سانتي درجه 4دقيقه در دماي  30اضافه و به مدت 

محلول  ،بار با آب شستشو داده شد. بعد از خشك شدن 5 ،شد. سپس
Sulforhodamine B 4/0  حــل شــده در درصــد Acid acetic   

شـو  شست درصـد  Acid acetic 1 بار با 5 سپس،اضافه شد.  درصد 1
مـولار   ميلـي  Tris 10كـردن  بعد از خشك شدن و اضـافه  داده شد و 

   ELISAجـــذب نـــوري هـــر چاهـــك بـــا اســـتفاده از دســـتگاه  
)Stat Fax-2100, Spainگيـري   نـانومتر انـدازه   570موج   ) در طول

محلـول  ميكروليتـر   200 ،بعـد از اتمـام درمـان   ، MTT. در روش شد
MTT ساعت  4 ،به هر چاهكاضافه شده  )مولار ميلي 12 (در غلظت

و  كسايد اضافه شدامتيل سولفو ديميكروليتر  200آن گاه، . انكوبه شد
دقيقه انكوباسيون، جذب نوري هـر چاهـك بـا اسـتفاده از      20بعد از 

ــتگاه  ــولELISA )Stat Fax-2100, Spainدسـ ــوج   ) در طـ   مـ
  .گرديدگيري  نانومتر اندازه 570

هاي متفاوت بـروميلين بـر    ها در غلظت منحني درصد بقاي سلول
 ــ ــاس محاس ــول  اس ــط فرم ــروه  ×  100بات توس ــوري گ ــذب ن (ج

  رسـم   هـا  درمـاني) = درصـد بقـاي سـلول      /جذب نوري گـروه شاهد
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ــت  ــد زيســ ــد. درصــ ــلول شــ ــذيري ســ ــرطاني  پــ ــاي ســ   هــ
)Half-maximal inhibitory concentration  ــا ــادل  IC50ي مع

ي) بـر  هاي تحت درمان سلول درصد 50مهار  منجر به بروميلينغلظت 
  تعيين گرديد. اساس منحني رسم شده

ــردازش داده ــا  پ ــاه ــرماســتفاده از  ب ــزار  ن  Prism graphpadاف
)version 5, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA ،( بعد از

مطالعـه   هاي مورد نتايج گروهشد.  انجام ها تكرار سه بار تمام آزمايش
و آزمـون   Kruskal-Wallisهاي غيـر پارامتريـك    آزمون با استفاده از

   انجام گرفت. Dunnتكميلي 
هـا و انحـراف معيارهـاي     آماري شامل ميانگين داده هاي شاخص

سـطح  و  شـد داده  نمـايش  ميانگين و انحراف معيـار  صورت ها به آن
  .در نظر گرفته شد P > 050/0 در داري معني

  
  ها افتهي

 )PC3(و پروسـتات   )AGS(معده  )،4T1(هاي سرطاني پستان  سلول
ــا غلظــت 48و  24هــاي  در زمــان هــاي مختــف بــروميلين  ســاعت ب

هـا بـا اسـتفاده از ميـزان      سـلول  انكوباسيون شدند. مقدار درصد بقاي
 SRB و MTTبعــد از انجــام آزمــون  نــوري خوانــده شــده چگــالي
   گيري شد. اندازه
هـاي متفـاوت    ها بر حسب غلظت صورت درصد بقاي سلوله نتايج ب

 MTTهاي مختلـف   و آزمون ليتر روگرم/ميليميك صورته بروميلين ب
ــان SRB و ــيون   و زمـ ــاوت انكوباسـ ــاي متفـ ــاعت  48و  24هـ سـ

نشـان   1-3هـاي   شـكل در  PC3و  4T1 ،AGSهاي مختلف  درسلول
  داده شدند.

  

  
بر حسب  4T1ي ها تغييرات درصد بقاي سلولي بين  . مقايسه1شكل 

  هاي بروميلين بين روشهاي متفاوت  غلظت
3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

terazoliumbromide )MTT و (Sulforhodamine B )SRB (
  )9ساعت ( 48و  24 هاي انكوباسيون در زمان

هاي سـرطاني   وي سلولر بروميلين برپذيري  درصد زيستمقدار 
4T1 هـاي   روشستفاده از اساعت انكوباسيون با  24، در زمانMTT 

ساعت  48و پس از ليتر  ميكروگرم/ميلي 65و  100به ترتيب  SRB و
  به دست آمد. ليتر  ميكروگرم/ميلي 85و  120 انكوباسيون

  

  
بر حسب  AGSي ها تغييرات درصد بقاي سلولي بين  . مقايسه2شكل 

  هاي  بروميلين بين روشهاي متفاوت  غلظت
 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

terazoliumbromide )MTT و (Sulforhodamine B )SRB (
  ساعت 48و  24 هاي انكوباسيون در زمان

  
 پــذيري ميــزان درصــد زيســت ،AGS هــاي ســرطاني ســلولدر 

هـاي    روشسـاعت انكوباسـيون بـا سـتفاده از      24بروميلين در زمـان  
MTT  وSRB  و پــس از ليتــر  ميكروگرم/ميلــي 65و  65بــه ترتيــب  

  . ليتر بود ميكروگرم/ميلي 125و  160 ساعت انكوباسيون 48
  

  
بر حسب  PC3ي ها تغييرات درصد بقاي سلولي بين  مقايسه .3شكل 

  هاي بروميلين بين روشهاي متفاوت  غلظت
3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

terazoliumbromide )MTT و (Sulforhodamine B )SRB (
  ساعت 48و  24 هاي انكوباسيون در زمان
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درصـــد مقـــدار  ،PC3هـــاي ســـرطاني  ســـلولهمچنـــين، در 
سـتفاده  اساعت انكوباسيون با  24بروميلين نيز در زمان  پذيري زيست

و ليتر  ميكروگرم/ميلي 40و  65 به ترتيب SRB و MTTهاي   روشاز 
به دسـت  ليتر  ميكروگرم/ميلي 50و  65 ساعت انكوباسيون 48پس از 

وي ر بـروميلين بـر   پـذيري  درصـد زيسـت  مقدار   ي مقايسه آمد. نتايج
هـاي   نشان داد كه بـين نتـايج آزمـون    PC3و  4T1 ،AGSهاي  سلول
MTT  وSRB      و  24در هر سه سـلول سـرطاني و در هـر دو زمـان  

  .)P < 050/0( شتداري وجود ندا ساعت تفاوت معني 48
  

  بحث
اين مطالعه، بررسي اثر ضد تكثيري بروميلين بـر روي  انجام هدف از 

) PC3) و پروسـتات ( AGS)، معده (4T1هاي سرطاني پستان ( سلول
ــا روش بــه طــور  MTTروش بــود.  SRBو  MTTهــاي ســنجش  ب

گسترده براي سنجش سميت سلولي داروها استفاده شـده اسـت. ايـن    
از فعاليـت  كـه  را ؛ چ ـدارد به عملكرد ميتوكندريايي فعال نيـاز روش، 

كنـد.   گيـري مـي   آنزيم ميتوكنـدريايي، سوكسـينات دهيـدروژناز بهـره    
دهـد. نتـايج    هاي زنده را تشخيص مي ، سلولگفته پيش روش ،بنابراين
 و غلظت گلوكز قرار گيرد pHثير أممكن است تحت ت ،MTTآزمون 

گيـري   به تازگي به عنوان يك روش براي انـدازه  SRB. سنجش )12(
در ايـن روش، رابطـه بـين     است.  سميت سلولي داروها گزارش شده

  .)16(جذب نوري و تعداد سلول خطي برقرار است 
مطالعـات  از در تعدادي  SRBو  MTTهاي   روشبين  ي مقايسه

 ي با مقايسـه  ،و همكاران Banasiakي  است. در مطالعه  قبلي انجام شده
هـاي   رده از سـلول  6پرتـودهي   بعـد از  SRBو  MTTهـاي    روشبين 

تفاوت بسـيار كمـي بـا     SRBو  MTT نتايج يافتند كهدر ،سرطاني مثانه
هم داشتند. همچنين، هر دو روش بـراي تعيـين حساسـيت پرتـويي در     

و همكـاران   ،Wu ي . در مطالعه)12( اند بازده كشت پايين، پيشنهاد شده
 ضـد بـه منظـور بررسـي اثـر      SRBو  MTTهـاي    روشاي بين  مقايسه

 مختلـف  سلول سـرطاني  ي رده 15بر  k3و  k1 ،k2هاي  توموري ويتامين
. )16( مشـابه بودنـد   SRBو  MTTنتـايج   ،انجام شـد. در ايـن مطالعـه   

Griffon هاي  سنجش ،و همكارانMTT  وSRB    6پـس از پرتـودهي 
بررسي كردنـد و اخـتلاف    وسلول سرطاني تخمدان را مقايسه  ي رده
و  Perez. )17( مشاهده نكردنـد  SRB و MTTداري بين نتايج  يمعن

 ـ ،همكاران سـلولي تخمـدان بـا     ي ر سيسـپلاتين را بـر چنـدين رده   اث
 ها نشـان دادنـد   آن بررسي و مقايسه كردند. SRB و MTTهاي  روش

پـذيري سيسـپلاتين در روش    نتايج حاصل از مقدار درصد زيسـت كه 
SRB  در همبستگي خوبي باMTT       ،در بـوده اسـت. بـا ايـن وجـود

سـلول نسـبت    آميزي و تعداد همبستگي بهتري بين رنگ ،SRBروش 
ــه روش  ــود دارد MTTب ــاران van Tonder. )18( وج در  ،و همك

بـا سـه روش سـنجش ديگـر از جملـه       MTTي  اي با مقايسه مطالعه
SRB    به اين نتيجـه رسـيدند كـه روش ،SRB   نسـبت بـه MTT  در

تعيين اثرات سميت سلولي اوليه، از لحاظ اقتصادي و زماني مقرون به 
  ).13باشد ( تر مي صرفه

 4T1هاي سرطاني  روي سلول اثر بروميلين بر ،قبلي ي در مطالعه
 ساعت با استفاده از آزمـون  72و  48، 24، 2هاي انكوباسيون  در زمان

MTT  ـ ي مقايسـه  ،حاضـر  ي . مطالعـه )9گرديـد ( بررسي  ين نتـايج  ب
سـلول  ي  ردهحاصل از اثر بروميلين در سه  SRBو  MTTهاي   روش

) در PC3) و پروســـتات (AGS)، معـــده (4T1ســـرطاني پســـتان (
 هـاي  يافتـه دهـد. بـا توجـه بـه      ساعت را نشان مي 48و  24هاي  زمان

 ،مستقل از نوع سلول SRB و MTTنتايج حاصل از  ،مطالعات حاضر
وجـود   SRBو  MTTداري بـين نتـايج    يمشابه هستند واختلاف معن

مستقل از  SRBو  MTTها نشان دادند كه نتايج  همچنين، يافته ندارد.
 ي بــا مطالعــه ،ايــن مطالعــهنتــايج حاصــل از  زمــان، مشــابه هســتند.

Banasiak  اتبا مطالع توافق كم، امادر ) 12(همكاران و Griffon  و
ــاران ــاران ( Wu، )17( همك ــاران ( Perez، )16و همك    و )18و همك

van Tonder  ي در مطالعـه در توافق بـالايي اسـت.   ) 13(و همكاران 
Banasiak ) ها، جذب  ، به دليل بالا بودن تعداد سلول)12و همكاران

غير خطي بوده و اين امر، دليل تفاوت جزيي با نتـايج   MTTبا روش 
SRB هـا   ي حاضر، تعداد سـلول  بوده است؛ در صورتي كه در مطالعه

بــه  SRB و MTTزيــاد نبــود و در نتيجــه، جــذب در هــر دو روش 
بـا  صورت خطي بود و نتايج حاصل از هـر دو روش مشـابه بودنـد.    

تـوان   مي ،SRBو مزاياي روش  MTTهاي روش  توجه به محدوديت
ظور بررسي اثـر سـميت   به من SRBروش بيني كرد كه استفاده از  پيش

  .يابد سلولي و ديگر كاربردها افزايش مي
  

  تشكر و قدرداني
و  2074 هـاي  هـاي پژوهشـي (بـه شـماره     اين مقاله، برگرفته از طرح

وري دانشگاه علـوم پزشـكي   آ ) مصوب معاونت تحقيقات و فن2246
شهركرد بود و با حمايت مالي اين معاونت انجـام شـد. همچنـين، از    

ــه  ــانم فاطم ــاليني،   خ ــيمي ب ــات بيوش ــز تحقيق ــق مرك ــي، محق هيبت
سلامت، دانشگاه علوم پزشكي شهركرد كـه   ي علوم پايه ي پژوهشكده

ــد، تشــكر و  در انجــام بخشــي از كشــت ســلول همكــاري داشــته    ان
 .شود قدرداني مي
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A Comparison of Thiazolyl blue (MTT) versus Sulforhodamine B (SRB) Assay in 

Assessment of Antiproliferative Effect of Bromelain on 4T1, AGS, and PC3 
Cancer Cell Lines 

 
Farzaneh Raeisi1, Elham Raeisi2, Daryoush Shahbazi-Gahrouei3, Esfandiar Heidarian4, Fatemeh Amini5 

 
Abstract 

Background: All natural anticancer agents are cytotoxic basically and act mainly by the inhibition cell 
proliferation; but they have different mechanisms. Two assays, thiazolyl blue [3- (4, 5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 
5-diphenyl-terazoliumbromide or MTT] and sulforhodamine B (SRB), are used to assess cell growth. This study 
aimed to compare measurements between MTT and SRB on the cancer cell lines.  

Methods: Different concentrations of the bromelain were added to cultured cells including mouse breast cancer 
(4T1), human gastric carcinoma (AGS), and human prostate carcinoma (PC3) cell lines and incubated at 24 and 
48 hours. The growth and proliferation rates of the studied cells were investigated using both MTT and SRB 
assays after treatment with bromelain. The differences between cells were determined using Kruskal-Wallis and 
Dunns tests. 

Findings: Bromelain significantly decreased growth and proliferation rate of 4T1, AGS and PC3 cancer cells, in 
a concentration-dependent manner at different times, in both MTT and SRB assays. 

Conclusion: Findings showed that both MTT and SRB assays gained similar data regardless of the cell types. 

Keywords: Bromelain, Neoplasms, Cell proliferation, Thiazolyl blue, Sulforhodamine B 
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