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  8931چهارم بهمن  ی /هفته555 ی /شمارهمو هفت  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 22/11/1931تاریخ چاپ:  4/11/1931تاریخ پذیرش:  11/6/1931تاریخ دریافت: 

  
 سرطان سلولی ی رده در سلولی مرگ مکانیسم عنوان به اتمسفری سرد پلاسمای توسط آپوپتوز القای بررسی

 (Hela) رحم ی دهانه

 
 5نژاد نیک حسن ،4شکری بابک ،3خانی محمدرضا ،2جزه رعیای امین محیا ،1طیبی طاهره

 
 

چکیده

 قرار بررسی مورد سرطان با مقابله برای بسیاری درمانی های روش. است ایران در میر و مرگ عامل سومین و جهان در میر و مرگ عامل دومین سرطان مقدمه:

 هدف با حاضر ی مطالعه. است سرطان درمان ی زمینه در نوین تحقیقاتی های روش از یکی آن، توسط شده فعال محیط و اتمسفری سرد پلاسمای از استفاده. اند گرفته
 .شد انجام( Hela) رحم ی دهانه سرطان سلولی ی رده در سلولی مرگ مکانیسم عنوان به اتمسفری سرد پلاسمای توسط آپوپتوز القای بررسی

 یا Plasma activated medium) ها آن توسط شده فعال محیط و اکسیژن+  هلیم و هلیم اتمسفری پلاسمای اثرات ابتداتجربی  ی در این مطالعه ها: روش

PAM )های سلول پذیری زیست روی بر Hela میزان سپس،. گرفت قرار بررسی مورد H2O2 1 کاسپاز ،9 کاسپاز های پروتئین میزان همچنین، و محیط ، 
B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2 )و Bcl-2-associated X (Bax) و پلاسما مستقیم تابش روش دو هر در PAM طریق از ترتیب به MTT assay، 

Medium H2O2 assay و Western Blot analysis گرفت قرار ارزیابی مورد. 

 باعث پلاسما، به اکسیژن افزودن و (P < 001/0) بود آن توسط شده فعال محیط از بیش پلاسما مستقیم تابش روش در ها سلول پذیری زیست کاهش میزان ها: یافته

 و 9-کاسپاز های پروتئین بیان سطح همچنین، (.P < 001/0) بود شده فعال محیط روش از بیش مستقیم روش در محیط H2O2میزان . گردید سلولی مرگ افزایش
 .(P < 001/0) داد نشان اثر مکانیسم عنوان به را آپوپتوز القای نیز Bcl-2/Baxنسبت  افزایش (.P < 010/0بود ) PAM روش از بالاتر مستقیم، روش در 1-کاسپاز

 که شود می مایع محیط در H2O2 مانند آزاد های رادیکال تولید باعث و است نیتروژنی و اکسیژنی فعال های گونه تولید برای منبعی اتمسفری، سرد پلاسمای گیری: نتیجه

 .گردد می سلولی مرگ باعث آپوپتوز، القای طریق از PAM و مستقیم پلاسمای از استفاده که داد نشان مطالعه این نتایج. دارد سرطانی های سلول مرگ در مهمی نقش

 فعال نیتروژن های فعال اکسیژن، گونه های گونه پذیری سلولی، زیست آپوپتوز، واژگان کلیدی:

 
 به اتمسفری سرد پلاسمای توسط آپوپتوز القای بررسی .نژاد حسن نیک شکری بابک، خانی محمدرضا، جزه محیا، رعیای امین طیبی طاهره، ارجاع:

 1954-1960(:556) 97؛ 1931مجله دانشکده پزشکی اصفهان . (Hela) رحم ی دهانه سرطان سلولی ی رده در سلولی مرگ مکانیسم عنوان

 

 مقدمه

 در میرر  و مرگ عامل دومین سرطان عروقی، -قلبی های بیماری از بعد

 در رایرج  های سرطان ،GLOBOCAN نتایج طبق. است جهان سراسر

  کولورکتررا (، درصررد 2/22)سرری    شررامل جهرران در زنرران بررین

معرد    و( درصرد  9/7) رحر   ی دهان (، درصد 7/8) ری (، درصد 2/9)

 چهرار   ی رتب  رح  ی دهان  سرطان بین، این در و است( درصد 8/4)

 عروقری  -قلبی های بیماری از بعد نیز ایران (. در1-2باشد ) می دارا را

 باشرد و  مری  میرر  و مررگ  عامرل  سومین سرطان ران دگی، تصادفات و

 .(3)است  ایرانی زنان در شایع سرطان پ جمین رح ، ی دهان  سرطان

 درمررانی، شرریمی جراحرری، شررامل معمررو  درمررانی هررای روش

 عملکردشران  برودن  غیر انتخابی دلیل ب  درمانی هورمون و پرتودرمانی

 روش یرر  از اسرتااد   ب رابراین، . باشرر د مری  بسریاری  عروار   دارای

 مقاله پژوهشی
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 شرود،  سررطانی  هرای  سرلو   مرگ موجب انتخابی ب  صورت ک  درمانی

 کر   هرایی  روش از یکی. داشت خواهد سرطان درمان در مؤثرتری نتایج

 سررد  پلاسمای از استااد  است، گرفت  قرار محققان توج  مورد ب  تازگی

 Plasma activated mediumآن ) توسرط  شد  فعا  محیط و اتمساری

هرا،   اتر  سرد ک  شرامل   ی. پلاسمااست سرطان درمان برای (PAMیا 

برا اعمرا     ،باشد یم یسیفعا  و امواج الکترومغ اط یها ها، مولکو  یون

شرود.   یم یدگازها تول یبترک یا یگاز خ ث ی ب   یکیالکتر یدانم ی 

 یسری الکترومغ اط یردان م ین،ب اش، گرمرا و همن ر   یماورا ی اثر اشع 

کشرت بعرد از پرردازش توسرط      یطمح یاست. دما یزناچ یطمح یرو

 از  کر   رسرد  گرراد مری   ی سانتی درج  21-23 حدود ب سرد  یپلاسما

  .(4-6)انکوباتور( کمتر است  ی)دما گراد ی سانتی درج  37

  یطبر  پرردازش توسرط پلاسرما در محر      یپاسخ سرلول  ی مشاهد 

In vitro  یژنی)اکسر فعا   یها گون  تشکیل یلب  دل اغلبممکن است 

فعرا    هرای  . گون (6)سرد باشد  یمختلف توسط پلاسما (یتروژنیو ن

 H2O2 (8-7)مان د  (ROSیا  Reactive oxygen speciesیژنی )اکس

 (RNSیرا   Reactive nitrogen speciesیتروژنی )فعا  ن یها و گون 

NO2مان د 
 یطدر محر  یا ب  طرور گسرترد    ONOO- (13) و (11-9) -

شرد  توسرط    تیمرار  یآبر  یها محلو  یگرفعا  شد  توسط پلاسما و د

 یبرا   یکراف  ی برا غلترت بر  انرداز      یطاند. مح شد  ییپلاسما ش اسا

H2O2 (13-14)است  یسم یسرطان یها سلو  یبرا. 

 فعا  موجب آزاد، های رادیکا  ک  اند داد  نشان بسیاری مطالعات

 از داخلری،  مسریر  ب  ویژ  آپوپتوز خارجی و داخلی مسیر دو هر شدن

  شروند  مری  C سریتوکرو   نشرت  و میتوک ردری  برر  مسرتقی   اثرر  طریق

(16-12.) ROS کر   ک رد  می القا را سلولی مرگ مختلف مسیرهای از 

  مررتبط  هرای  ژن بیران  القرای  و نکروز آپوپتوز، ب  توان می جمل  آن از

 ( و Bcl-2) B-cell lymphoma protein 2 نتیررر آپوپترروز بررا

Bcl-2-associated X (Bax)  کرررد اشررار. Bax،  پررروتنین یرر 

 مواجهر   در را سلولی مرگ میتوک دریایی مسیر ک  است پروآپوپتوزی

 آپوپتروزی  آنتری  پروتنین ی  Bcl-2 مقابل، در. برد می پیش استرس با

 نسرربت .ک ررد مرری مهررار را آپوپترروز Bax مهررار طریررق از کرر  اسررت

Bax/Bcl-2 میرزان  تعیرین  جهت قوی مولکولی نشانگر ی  ب  ع وان 

 .(17) رود می کار ب  آپوپتوز طریق از سلولی مرگ

 ی واسرط   ب  سرد پلاسمای ک  داد  شد پیشین، نشان مطالعات در

 کرراهش موجررب نیتروژنرری، و اکسرریژنی فعررا  هررای گونرر  تولیررد

 و مسرتقی   تیمرار  روش دو هرر  در سررطانی  های سلو  پذیری زیست

PAM مکانیسر   ع روان  ب  آپوپتوز فرای د مطالع ، این در. (6) شود می 

 از پر   محیط در H2O2 افزایش توسط شد  القا سلولی مرگ احتمالی

هدف گردید.  بررسی شد  فعا  محیط و پلاسما مستقی  تابش با تیمار

از انجا  این مطالعر ، بررسری القرای آپوپتروز توسرط پلاسرمای سررد        

ی سرلولی سررطان    رد اتمساری ب  ع وان مکانیس  مررگ سرلولی در   

 .( بودHelaی رح  ) دهان 

 

 ها روش

 مرورد  پلاسرمای  سرازی  بهی ر   تجربری  ی مطالع  این در :پلاسما جت

 خلاصر ،  ب  طرور . (6، 18) شد ت تی  قبلی مطالعات اساس بر استااد 

 بر   توخرالی  مسری  ی لول  ی  شامل مطالع  این در استااد  مورد جت

. بود شد  متصل AC با ی ولتاژ م بع ب  ک  بود مرکزی الکترود ع وان

 استوان  ی  از و زمین الکترود ع وان ب  مسی ی حلق  ی  از همن ین،

 ع روان  بر   (ABSیرا   Acrylonitrile butadiene styreneج   ) از

 دسرتگا   ی  ر  یبه فرکران  . دیگرد استااد  الکترود دو نیب  یالکتر ید

 پلاسرما  حامرل  یگازهرا . بود کیلوولت 6ی اعمال ولتاژ و لوهرتزیک 22

  برا فلروی   ژنیاکسر  درصرد  2/0 ولیتر/دقیقر    4با فلروی    یهل بیترک

 .بودند ژنیاکس ق یدق/مکعب متر یسانت 20

 خریرداری  ایرران  انسیتو پاسرتور  از Hela سلولی ی رد  :سلول کشت

 Roswell Park Memorial Institute-1640 محریط  در هرا  سرلو  . شرد 

(RPMI-1640 )درصرد   10 حاویFetal bovine serum (FBS )و 

  دمرررای در (Penicillin-streptomycin) بیوتیررر  آنتررری درصرررد 1

 میرزان  سرس ، . شردند  انکوب  CO2 درصد 2 و گراد سانتی ی درج  37

 مدت ب  و شد داد  انتقا  خان  96 پلیت ی خان  هر ب  سلو  1 × 104

 انکوبر   CO2 درصرد  2 و گراد سانتی ی درج  37 دمای در ساعت 24

  +هلری    پلاسرمای  از اسرتااد   برا  مسرتقی   روش در هرا  سرلو  . شدند

، 1 ،0مردت   بر   ناز  از متری سانتی 1 ی فاصل  در اکسیژن درصد 2/0

  نیرز  PAM روش در. گرفت رد  قررار  پرردازش  مورد دقیق  2و  4، 3، 2

  ی فاصرل   در و خانر   12 پلیرت  چاه  در کشت محیط از لیتر میلی 2

 و گرفرت  قررار  پرردازش  مورد دقیق  2و  4، 3، 2، 1، 0متری  سانتی 1

 روی محریط  جایگزین شد ، فعا  محیط این از میکرولیتر 200 سس ،

 بودند تکرار 3 شامل گرو  هر واکاوی آماری م تور ب . شدند ها سلو 

 آزمرایش   روش، دو هرر  توسرط  هرا  نمونر   تیمرار  از پ  ساعت 48 و

.3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide 

(MTT)  گردید انجا. 

 MTT ها، آزمایش سلو  مانی زند  بررسی جهت :MTT آزمایش

 محریط  روش، دو هرر  با ها سلو  تیمار از پ  م تور، بدین. شد انجا 

  MTTمیکرولیتررر محلررو   12مقرردار  و تعرروی  هررا سررلو  کشررت

 در سراعت  4 مردت  بر   و گردیرد  اضراف   ها آن ب  لیتر گر /میلی میلی 2

 تراریکی،  محریط  در سس ،. شدند انکوب  گراد ی سانتی درج  37 دمای

Dimethyl sulfoxide (DMSO )میکرولیترر   200 برا  رویری  محریط 

 سرس ، . شرد  قررار داد   Shaker روی دقیقر   12 مدت ب  و جایگزین

ریردر   میکروپلیرت  توسرط  نرانومتر  270 موج طو  در ها نمون  جذب
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(Model 680; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

 .خوانش گردید

 شراهد  گررو   محریط  در H2O2 وجرود  ارزیرابی  :H2O2 سنجش

 برا  تیمرار  گررو   و پلاسما با مستقی  تیمار گرو  ،(تیمار نوع هر بدون)

PAM (2  گرو  دو هر در تیمار دقیق)،  سر جش  کیرت  از اسرتااد   برا 

بررر  ( وSigma-Aldrich, MAK165-1KT) H2O2 فلوئورومتریرر 

  سرس ، . شرد  انجرا   کیرت  ی ک  رد   تولیرد  شرکت دستورالعمل اساس

 خان  96 های پلیت ب  ها سلو  کشت از حاصل محیط از میکرولیتر 20

 طرو   در ریدر میکروپلیت دستگا  از استااد  با H2O2 جذب و م تقل

 . شد گیری انداز  نانومتر 290 و 420 های موج

 دخیرل  های پروتنین بیان بررسی برای :Western- Blot واکاوی

 هرا  سرلو  . شرد  استااد  Western-Blot تک ی  از آپوپتوز، فرای د در

  انجرررا  جهرررت PAM و مسرررتقی  پلاسرررمای برررا تیمرررار از پررر 

  برررافر از اسرررتااد  برررا و شررردند آوری جمرررع پروتنی ررری واکررراوی

  Radioimmunoprecipitation assay (RIPA)ی  ک  رررررد  لیرررررز

(Santa Cruz Biotechnology, USA) و پروتنراز  هرای  ک  د مهار حاوی 

 روش برا  هرا  پرروتنین . تجزی  شد (SDSسولاات ) دودسیل سدی  درصد 3/0

.Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) (BIO-RAD) یرو انتقرررا  از پررر  و یجداسررراز 

 نیآلبروم  سرر   درصرد  2 محلرو   با استااد  از ،یتروسلولزین یغشاها

 نیا از پ . شدند بلوک  (BSAیا  Bovine serum albuminی )گاو

 برا  شرب   یر  مردت  ب گراد  ی سانتی درج  4 یدما در غشاها مرحل ،

 غلترت  برا  ترتیرب )بر    8 کاسساز و 3 کاسساز  یعل  یاول یها یباد یآنت

 دو)هر  Bcl-2 و Bax و( R&D Systems, USA( )1:200 و 1:300

 سرس ، . شردند  انکوبر   (Cell Signaling, USA( )1:120 غلترت  با

 م اسب ی ثانوی  های بادی آنتی حاوی محلو  در و داد  شستشو غشاها

 داد  قررار  HRP (Santa Cruz Biotechnology, USA)با  کانژوگ 

 وانبرربرر  ع  (Abcam, USA ,1:300) اکتررین-بتررا پررروتنین. شرردند

 در نترر  هردف  هرای  پروتنین کردن سازی طبیعی جهت ک تر  پروتنین

 مشاهد  لومی سان  کمی دستگا  از استااد  با ها ایم وبلات. شد گرفت 

 . شد گیری انداز  Image J افزار نر  با باند هر شدت و

 آزمون از استااد  با ها داد  آماری واکاوی :ها داده آماری واکاوی

ANOVA افزار نر  در GraphPad prism  و  گردید انجا  8 ی نسخ

020/0 > P  شد گرفت  نتر در داری مع ی سطح ع وان ب. 

 

 ها افتهی

 در کر   طرور  همران  :Hela هاای  سلول پذیری زیست بر پلاسما تأثیر

 Hela سرطانی های سلو  پذیری زیست است، شد  داد  نشان 1 شکل

 محریط  همن ین، و پلاسما مستقی  تابش با تیمار از ساعت 48 از پ 

 ایرن  تیمرار،  زمان مدت افزایش با و یافت کاهش آن توسط شد  فعا 

 باعر   PAM بر   نسبت مستقی  پلاسمای همن ین،. شد بیشتر کاهش

 . شد پذیری زیست بیشتر کاهش
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 با تیمار از پس تساع Hela 84های  سلول پذیری زیست .1شکل 

 پلاسما با شده فعال محیط و مستقیم پلاسمای
* :010/0 > P 001/0: **؛ > P 020/0: ***؛ > P 

 

 در آزاد هرای  رادیکرا   تشرکیل  بررسی م تور  ب: H2O2 سنجش

. گرفت قرار استااد  مورد فلوئورومتری  روش شد ، تیمار های محیط

  از پر   H2O2 جرذب  میرزان  دهرد،  مری  نشران  2 شرکل  ک  طور همان

 بر  ( تیمرار  زمران  مردت  ؤثرترین)مر  مستقی  پلاسمای با تیمار دقیق  2

 در H2O2 جذب و بود بیشتر PAM محیط جذب از داری مع ی شکل

 . بود شاهد گرو  محیط از بیشتر بسیار محیط، دو هر
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 انیر ب یبررسر  :Western-Blot کیتکن با نیپروتئ انیب واکاوی

 دو هرر  ک  داد نشان Western-Blot  یتک  با یآپوپتوز یها نیپروتن

 انیررب شیافررزا موجررب ،PAM و  یمسررتق یپلاسررما تیمررار روش

 انیر ب و ندشاهد شرد  گرو  ب  نسبت 8 کاسساز و 3 کاسساز یها نیپروتن

 گررو   برا  س یمقا در  یمستق یپلاسما با تیمار گرو  در نیپروتن دو هر

PAM (. 3)شکل  داشت یشتریب شیافزا 

 

 
 4-کاسپاز و 3-کاسپاز Western-Blotواکاوی ( الف .3شکل 

 و  مستقیم پلاسمای با شده تیمار نشده، تیمار های سلول

Plasma activated medium (PAM) نسبت نمودار( ب 

Caspase-3/β-actin پلاسمای با شده تیمار نشده، تیمار های سلول در 

 های سلول در Caspase-8/β-actin نسبت نمودار( ج PAM و مستقیم

 PAMو  مستقیم پلاسمای با شده تیمار نشده، تیمار
** :010/0 > P 001/0: ***؛ > P 

 

 نیپرروتن  و Bax  یپروآپوپتوت نیپروتن انیب یابیارز جینتا ن،یهمن 

 Bax انیر ب ،تیمرار  روش دو هرر  در کر   داد نشران  Bcl-2  یر آپتوت یآنت

 زیر ن نیپرروتن  دو نیا انیب  یت ت در و داشت  کاهش Bcl-2 انیب و شیافزا

 کراهش  و Bax انیب شیافزا. است بود  ثرترؤم  یمستق یپلاسما با تیمار

  یرر ع رروان  برر Bax/Bcl-2 نسرربت شیافررزا برر  م جررر Bcl-2 انیررب

 (.4)شکل  است شد  آپوپتوز از یناش یسلول مرگ اندیکاسیون

 

 بحث

 در آن توسرط  شرد   فعرا   محیط و اتمساری سرد پلاسمای از استااد 

 ای مطالعر   در. است گرفت  قرار پژوهشگران توج  مورد اخیر های سا 

 و اکسریژنی  هرای  گونر   شرد ،  انجرا   گررو   ایرن  توسرط  ب  تازگی ک 

 موجرب  اکسریژن،  افرزودن  کر   شد مشخص و تعیین پلاسما نیتروژنی

)زمران   دز بر   وابسرت   اثررات  همن رین، . شرود  می ها گون  این افزایش

 کاهش در روش دو این تأخیری اثر و PAM و مستقی  پلاسما( تیمار

و  Keidar. (6 ،18) شرد  داد  نشران  سرطانی های سلو  پذیری زیست

 هرای  سرلو   بر   نسربت  طبیعری  هرای  سرلو   کر   دادند نشانن اهمکار

 اتمسراری  سررد  پلاسرمای  با تیمار ب  نسبت بیشتری مقاومت سرطانی

 یو همکاران مشاهد  کردنرد کر  پلاسرما    Kang. (19) ده د می نشان

سررطان سرر و    یهرا  سرلو   یرو In vitro یطدر محر  یسرد اتمسار

. (20) شرود  یوابسرت  بر  دز مر    الگروی  برا  سرلولی  مررگ  باع گردن 

Vandamme یطدر مح، و همکاران In vivo  برا   تیمرار روز  2بعد از

برا    سان  همررا یولومی ب طریق از سلولی پذیری زیستکاهش  ،پلاسما

 .(21)را مشاهد  کردند  یوماگل U87کاهش حج  تومور در 

 
 شده تیمار نشده، تیمار های سلول B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2)و  Bcl-2-associated X (Bax)برای  Western-Blot واکاوی( الف .8شکل 

 و مستقیم پلاسمای با شده تیمار نشده، تیمار های سلول در Bax/Bcl-2 نسبت نمودار( ب Plasma activated medium (PAM،)و  مستقیم پلاسمای با

PAM، نسبت نمودار( ج Bax/Bcl-2 و مستقیم پلاسمای با شده تیمار نشده، تیمار های سلول در PAM 
* :010/0 > P 001/0: **؛ > P 020/0: ***؛ > P 
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Tanaka  و  یوبلاسررتوماتومررور گل یهررا سررلو  نیررزو همکرراران

فعا  شد  با پلاسما تحرت   یطرا با مح Astrocytes طبیعی یها سلو 

بر    یوبلاسرتوما گل یهرا  درمان قرار دادند و مشاهد  کردنرد کر  سرلو    

 .(22) شوند یکشت  م یطمح ینتوسط ا یصورت انتخاب

 بر   درصرد اکسریژن   2/0+  هلی  پلاسمای از حاضر، ی مطالع  در

 باعر   اکسریژن،  چررا کر  افرزودن   گردیرد؛   اسرتااد   حامل گاز ع وان

. (6) گرردد  مری  پلاسرما  نیتروژنری  و اکسریژنی  فعا  های گون  افزایش

 تیمرار  زمران  مردت  چ  هر شود، می مشاهد  1 شکل در  ک طور همان

 بررای  محیط PAM روش در یا و یابد افزایش پلاسما توسط ها سلو 

 موجرب  گیررد،  قرار پلاسما معر  در بیشتری زمان مدت سازی فعا 

 .گردد می ها سلو  پذیری زیست بیشتر کاهش

 فعرا   ی گونر   چ ردین  کر   انرد  کررد   گرزارش  مختلف مطالعات

NO2 نتیرر  نیتروژنری  فعرا   یها گون  و H2O2 (8-7) نتیر اکسیژنی
- 

 فعرا   کشرت  محریط  در یا گسرترد   طور ب  ONOO- (12)و (11-9)

 پلاسرما  توسط شد  تیمار آبی یها محلو  دیگر و پلاسما توسط شد 

 بررای  H2O2 برا ی  کرافی  ی انرداز   بر   غلترت  با محیط. دارند وجود

 (.13-14) است سمی سرطانی یها سلو 

 برا  تیمرار  و سررد  پلاسرمای  برا  مسرتقی   تیمار اثر تااوت بررسی

PAM طریرق  دو از مسرتقی   سرد پلاسمای اثرات ک  است داد  نشان 

 خرارج  محریط  در H2O2 نتیرر  اکسریژن  فعا  های گون  افزایش شامل

 فعرا   های گون  این ب  سرطانی های سلو  حساسیت افزایش و سلولی

 ک  دهد می نشان حاضر ی مطالع  نتایج ب  علاو ،. (23)شود  اعما  می

 محریط  در H2O2 بیشتری میزان PAM با مقایس  در مستقی  پلاسمای

 و Yan ی مطالع  نتایج با مطابق نتایج، این(. 2)شکل  است کرد  تولید

 برر  علاو  مستقی  پلاسمای با تیمار اند داد  نشان ک  باشد می همکاران

 نیرز  هرا  سرلو   توسرط  H2O2 تولیرد  موجب محیط، در H2O2 افزایش

 روش در محریط  در شرد   تولید H2O2 نهایی مقدار ب ابراین، گردد. می

 نترایج  کر   طرور  همران  و (24) است PAM از بیشتر مستقی  پلاسمای

 پرذیری  زیسرت  بیشرتر  کراهش  موجرب  مسرتقی ،  روش دهد، می نشان

 .  است شد  سرطانی های سلو 

 مسریر  دو از(، سرلو   ی شرد   ریرزی  برنامر  )مرگ  آپوپتوز فرای د

 بر   وابسرت   خارجی، مسیر شدن فعا . شود می داخلی فعا خارجی و 

 شردن  فعرا   سرس ،  و اختصاصی لیگاند ب  های غشایی گیرند  اتصا 

 C سیتوکرو  نشت اثر در داخلی مسیر حالی ک  در باشد؛ می 8 کاسساز

. (22) شرود  مری  شرروع  9 کاسرساز  شردن  فعا  و میتوک دری غشای از

 مررگ  یالقرا  بر   م جرر  مختلرف  یرهایمسر  از ژنیاکس فعا  یها گون 

 انیر ب یالقرا  و آپوپتروز  بر   تروان  یمر  ،جمل  آن از ک  شوند یم یسلول

 فعرا  . (26) کررد  اشرار   Bcl-2 و Bax نتیر آپوپتوز با مرتبط یها ژن

 از یسرلول  درون آزاد یهرا  کا یراد قیطر از یآپوپتوز یرهایمس شدن

O2 جمل 
 متعرددی  مطالعات در اند، شد  تولید H2O2 ی واسط  ب  ک  -

 طریرق  از سرلولی  مررگ  بررسی برای. (12-16) است رسید  اثبات ب 

 نشرران نتررایج. شررد انجررا  Western-Blotروش  آپوپترروز، مکانیسرر 

 مقایسر   در 8 کاسساز و 3 کاسساز آپوپتوزی پروتنین دو بیان ک  دهد می

 (.3)شکل  است داشت  گیری چش  افزایش شاهد گرو  با

 یداخل ریمس دو هر ییاجرا کاسساز ع وان  ب 3 کاسساز انیب یبررس

 قیر طر از یسرلول  مررگ  کر   دهرد  یم نشان مطالع  نیا در ،یخارج و

 مررگ  در نکرروز  مان رد  یگرر ید یرهایمس ویرد گ می صورت آپوپتوز

 از را آپوپتروز  یداخلر  ریمسر  آزاد، یها کا یراد. اند نبود  لیدخ یسلول

 انجرا   C توکرو یسر  نشرت  و یتوک ردر یم یغشا بر  یمستق اثر قیطر

 برا  زیر ن یخرارج  ریمسر  شردن  فعا  مطالع  نیا در علاو ،  ب. ده د یم

 دهد یم نشان جینتا ک  گرفت قرار یابیارز مورد 8 کاسساز انیب یبررس

 مطالعر   جینتا ک  طور همان. است شد  فعا  زین آپوپتوز یخارج ریمس

 نیرز  سرلولی  درون H2O2 کر    یمسرتق  مرار یت روش در دهد، یم نشان

 مسرتقی   غیرر  روش از بیشرتر  سرلولی  مررگ  میزان شد  است، تشکیل

 داشرت   وجود ها سلو  اطراف محیط در فقط H2O2 آن، در ک  باشد می

 دو هرر  مسرتقی ،  تیمرار  گرو  در ک  هست د این مؤید نتایج، این. است

 .باش د می فعا  خارجی و داخلی مسیر

 ت تی  نیز Bcl-2 و Bax نتیر دیگری های پروتنین توسط آپوپتوز

 از را سرلولی  مررگ  ک  است پروآپوپتوزی پروتنین ی  Bax. شود می

 در. ک رد  مری  القرا ( داخلی یر)مس میتوک دریایی مسیر کردن فعا  طریق

 Bax پرروتنین  فعالیت و است آپوپتوز آنتی پروتنین ی  Bcl-2 مقابل،

 نشرانگر مولکرولی   یر   ب  ع روان  Bax/Bcl-2 نسبت. ک د می مهار را

 طبرق  برر . (17) شرود  مری  گرفتر   نتر در سلولی مرگ میزان بیان برای

بر    تیمرار،  روش دو هرر  از پر   Bax پروتنین بیان مطالع ، این نتایج

 سرطح  حرالی کر    در اسرت؛  داشرت   افزایش مستقی ، پلاسمای با ویژ 

 بیران،  الگروی  ایرن  و دهرد  می نشان داری مع ی کاهش Bcl-2 پروتنین

 (.4)شکل  است شد  Bax/Bcl-2 نسبت افزایش ب  م جر

 سررد  پلاسرمای  برا  تیمرار  کر   ک رد  مری  اثبات نتایج، این مجموع

 موجرب  H2O2 نتیرر  اکسیژن فعا  های گون  تولید طریق از اتمساری،

 .شود می آپوپتوز القای با سرطانی های سلو  مرگ

 

 تشکر و قدردانی

 علرو   تحقیقرات  ی توسرع   ملی ی مؤسس  مالی حمایت با مطالع ، این

 ی شرمار   ب  فرهیخت  پژوهشگر گرنت قالب در( یماد)ن کشور پزشکی

  انجرررا  بررر  بهشرررتی شرررهید پزشرررکی علرررو  دانشرررگا  و 971223

 .است رسید 
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Abstract 

Background: Cancer is the second leading cause of death in the world and third in Iran. Various methods have 

been investigated for cancer treatment in which the use of cold atmospheric plasma and plasma-activated 

medium (PAM) are two new research methods in the field of cancer therapy. This study aimed to evaluate the 

inducing of apoptosis as cell death mechanism by cold atmospheric plasma in cervix cancer cell line (Hela) 

Methods: At first, the effects of helium and helium + oxygen atmospheric plasma and PAM on the viability of 

Hela cell line were investigated. Then, the rate of H2O2 in the medium, and the levels of caspase-3, caspase-8, 

Bcl-2-associated X (Bax), and B-cell lymphoma protein 2 (Bcl2) proteins in both direct plasma and PAM 

treatments were evaluated using MTT assay, medium H2O2 assay, and Western Blot analysis, respectively. 

Findings: The decrease of cells viability in direct plasma treatment group was more than PAM group (P < 

0.001), and adding oxygen to plasma increased the rate of cell death. The H2O2 level in medium in direct method 

was more than PAM (P < 0.001). Moreover, the expression of caspase-3 and caspase-8 proteins in direct plasma 

were higher than PAM (P < 0.010). Higher ratio of Bcl-2/Bax showed the induction of apoptosis in cancer cells 

(P < 0.001). 

Conclusion: Cold atmospheric plasma is a source of oxygen and nitrogen reactive species, which can produce 

free radicals such as H2O2 in medium that plays an important role in the treatment of cancer. Moreover, direct 

plasma and PAM induce apoptosis in cancer cells, as a probable mechanism of cell death. 
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