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Abstract 

 

Background and purpose: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most fatal cancers, 

so, proposing new anticancer agents is highly valuable. Production of reactive oxygen species (ROS) is 

increased in majority of cancers. Increase in ROS leads to cell damage and death. Aminoguanidine (AG) 

(pimagedine) is one of the compounds that can produce ROS at high concentrations. The present study 

was conducted to evaluate the effect of aminoguanidine on HepG-2 cell survival and ROS production. 

Materials and methods: HepG-2 cell were cultured in complete culture medium. To evaluate 

the viability, MTT assay was done through spectrophotometry. ROS production was measured by 

fluorimetry using DCFDA dye, and photographs were taken using fluorescent microscope. 

Results: MTT assay showed 50% decrease in metabolic activity in the cells treated with 

aminoguanidine 40 mM (54.8±5.2) after 24 hours. Additionally, the results of ROS measurements showed 

that ROS formation increased by the elevation of aminoguanidine at concentrations above 40 mM.  

Conclusion: Aminoguanidine could increase ROS production and decrease the cell viability at 

40 mM and higher concentrations, therefore, it can induce other cellular pathways including oxidative and 

nitrosative stress, apoptosis, and necrosis in HepG-2 cells. Interestingly, AG showed antioxidant potentials 

in concentrations lower than 40 mM and further investigations are needed to clarify this pattern.   
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 گزارش کوتاه

پرواکسیدانی آمینوگوانیدین بر رده سلولی تأثیر آنتی اکسیدانی و 
 (HepG-2)سرطان کبد انسان 

 
    1امیر نجفی

   2بهزاد بهنام   

 3سمیه کرمی مهاجری    

 چكیده
هاا  ن مکانیسمبه همین دلیل یافت و است هاترین سرطانیکی از کشنده (امکارسینو)هپاتوسلولارHCC و هدف: سابقه

سالو  باه سامت آسای  و  (ژنیگار اکساواکنش  هاگونه) ROSبا افزایش  .باشدبرا  آن بسیار مهم می ضدسرطانجدید 
 .شاود ROSهاا  باالا با او تولیاد تواند در غلظاتاست که می یترکیب )پیماگدین( آمینوگوانیدینرود. می مرگ سلولی

 .انجام شد  کبد  هادر سلو و زنده مانی  ROSوانیدین بر میزان تولید آمینوگ مطالعه حاضر به منظور بررسی تاثیر

با  ROS میزانبررسی شد.  MTT روشبا  HepG-2  هاسلو میزان زنده مانی در این مطالعه تجربی،  ها:مواد و روش

 .دبردار  شو با میکروسکوپ فلورسانس  کس گیر  اندازه DCFDAروش فلوریمتر  و با استفاده از رنگ 

 ± 2/0) رماولامیلای 05غلظات  هاا را درکااهش، درفعالیات متاابولیکی سالو درصد  05 تقریباً MTTآزمون  ها:یافته
 05در دوزهاا  باالاتر از نشان داد که آمینوگوانیدین  ROS نتایج آزمون. سا ت نشان داد 20آمینوگوانیدین بعد از ( 8/00

 .باشددر مقایسه با کنتر  می ROS تولید میزانه افزایش قادر ب ،غلظتمیلی مولار با الگو  وابسته به 

 هاا درو کاهش درصاد زناده ماانی سالو  ROSموج  افزایش میزان تولید آمینوگوانیدین که با توجه به این استنتاج:
و اساتر،، مسیرها  دیگر سالولی شاامل اکسایداتیو و نیتروزاتیاالقا   تواند با ومیو بالاتر شد، لذا  مولارمیلی 05غلظت 
تواند به مولار میمیلی 05تر از ها  پایین. از طرفی مشاهده شد که آمینوگوانیدین در غلظتدر سلو  شود و نکروز آپوپتوز

 تر  دارد.صورت آنتی اکسیدان نیز  مل کند که بررسی این رفتار جال  دوگانه نیاز به مطالعات بیش
 

 HepG-2هپاتوسلولار کارسینوما، آپوپتوز، آمینوگوانیدین، ، پیماگدین واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
HCC پنجماین ناوش شاای   (نومای)هپاتوسلولارکارس

سرطان و سومین  امل مرگ و میر ناشی از آن در جهان 
از  ها  مزمن کبد  و سایروز کباد بیمار  (.1)باشدمی
 سرطان محسوببرا  توسعه این  فاکتورها  خطر جمله

 باارا  درمااان مااوثرترین حاضاار حااا  در .(2)شااوندماای

HCCااود میاازان حااا ، ایاان بااا .(3)، هپاااتکتومی اساات  
از  .(3)باشددرصد می 05 تقریباًآن  برداشتن از بعد تومور
اساسای کاه  مولکاولی هاا هناوز مکانیسام جایی کهآن

 اسات، مشاص  نشاده کااماً .شاوندمای HCC منجر به

کاه HCCبا  مسیرها  مولکولی مرتبط بنابراین شناسایی
 

 :s_mohajeri@kmu.ac.ir Email   ,                   لو ، پردیس دانشگاه  لوم پزشکی ابتدا  جاده هفت باغ :کرمان -بهزاد بهنامو  سمیه کرمی مهاجری مولف مسئول:
                u.ac.irmbehnamb@k   

 ایران، کرمان،  لوم پزشکی کرمان ، دانشگاهداروساز  دانشکدهمرکز تحقیقات فارماسیوتیکس، ، کارشناسی ارشد سم شناسی .1
  لوم پزشکی کرمان، کرمان، ایران دانشکده داروساز ، دانشگاه ،بیوتکنولوژ  دارویی گروهرماسیوتیکس، انجمن نوروفارماکولوژ ،مرکز تحقیقات فا استادیار،. 2
 ایران لوم پزشکی کرمان، کرمان،  ، دانشکده داروساز ، دانشگاهداروشناسیگروه سم شناسی و ،مرکز تحقیقات فارماسیوتیکس، انجمن نوروفارماکولوژ  ،استادیار. 3

 : 20/15/1330تاریخ تصوی  :                 12/6/1330تاریخ ارجاش جهت اصاحات :            15/6/1330 تاریخ دریافت 

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jm
um

s.
m

az
um

s.
ac

.ir
 a

t 9
:0

6 
+

04
30

 o
n 

S
at

ur
da

y 
M

ay
 1

1t
h 

20
19

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-12282-fa.html


   
 و همکاران امیر نجفی     

 213      2931، اردیبهشت  271 مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                       دوره بيست و نهم، شماره              

 گزارش کوتاه

 هااا  مناساا  جهااتیااافتن اسااتراتژ  بااه اساات ممکاان

از اهمیات باالایی  ،کند کمک HCC درمان و پیشگیر 

در حا  حاضر هزاران سر نخ وجاود  .(3)برخوردار است

گار اکسایژن هاا  واکانشدهاد گوناهدارد که نشان می

Reactive oxygen species -ROS  هاااا  مولکاااو

 نوان یک سیگنالینگ پلئوتروپیک و مهمی هستند که به

پاتولوژیاک  شمشیر دولبه در فرآیندها  فیزیولوژیک و

و نقاش مهمای در  (0)مانندکارسینوژنز  مال مای نمایناد

تعیین سرنوشت سلو  )رشد، بقا، تمایز ومارگ سالولی( 

داخل سلولی در حاد غلظات  ROSمیزان  کنند.باز  می

هاا  باین سالولی  مال فیزیولوژیک به  نوان ناقل پیاام

منجار باه القاا   کناد ولای افازایش بایش از حاد آنمی

ها  سلولی استر، اکسیداتیو و آسی  به ماکرومولکو 

 (0،0)شاودو در نهایت القا  آپوپتوز مای DNAاز جمله 

بنااابراین اسااتفاده از ترکیبااات و داروهااایی کااه با ااو 

تواند ها  سرطانی شود میدر سلو  ROSافزایش میزان 

 .(6)ها نقش اساسی داشته باشددر کشتن سلو 

AG (آمینوگوانیاادین)  بااا نااام تجااار  پیماگاادین

کاه دارا  و بسیارواکنش پاذیر باوده ترکیبی نوکلئوفیل 

هیادرازین و گاروه د  کربنیال  دو مرکز واکنشی گروه

هاا  باشاد و باا مولکاو دهنده با گوانیادین مایواکنش

بیولوژیااک بساایار  )پیریدوکسااا  فساافات، پیااروات، 

 .(0-3)دهدآلدهید و غیره( واکنش میگلوکز، مالون د 

کاه هام باشاد مایآرژیناین  -ا به  دارا  ساختار  شبیه

 .(15،11)دارد هام پرواکسایدانی اکسایدانی وخاصیت آنتای

AG اکسیدانی خوبی برا  محافظات دارا  پتانسیل آنتی

 یی مثل کربن تتراکلریاد،هابرابر سمیت اکسیدان کبد در

چناااین هااام .(12-10)آزاتیوپاااورین و اساااتامیوفن اسااات

مهارکننده تشاکیل محصاولات نهاایی گلیکوزیاسایون 

باشدکه سب  کنتر  یا جلوگیر  از  وارض ناشی از می

در دوزها  بالا فعالیت نیتریک  AG .(10)شوددیابت می

اکساید سنتاز القاایی را مهاار و منجار باه کااهش تولیاد 

باه  ااوه، نشاان داده شاده  .(15)شودنیتریک اکسید می

دارا  فعالیااات  in vitroدر شااارایط  AGاسااات کاااه 

هیاادروژن باشااد و قااادر بااه تولیااد پرواکساایدانی نیااز ماای

 اکسااایدانی کاتاااالازپراکساااید و کااااهش فعالیااات آنتااای

رساد . با وجود مطالعات بالا باه نظار مای(16-18)شودمی

 طا ات کافی در خصوص نحاوه دقیاع  ملکاردهنوز ا

AG مطالعااه در در شاارایط مصتلااو وجااود ناادارد، لااذا 

 ی(سارطان هپاتوسلولارانساان) HepG-2 سالولی رده حاضر،

 به  نوان مد  کارسینوم هپاتوسلولار انتصاب شد و تااثیر

ها و میازان در سلو  ROS آمینوگوانیدین بر میزان تولید

 ها  مصتلو بررسی شد.غلظتزنده ماندن سلو  ها در 
 

 مواد و روش ها
 سلو  تیمار و کشت

HepG-2 (از رده سلولی سرطان کبد انساان )انساااتیتو 

. تمام مراحل کار مورد تهیه شد پاسااتور ایااران، تهااران

تصوی  کمیته اخاق معاونت پژوهشای دانشاگاه  لاوم 

 پزشااااکی کرمااااان قاااارار گرفاااات )کااااد اخاااااق:

IR.KMU.REC.1394.588 .) کشات محیط ها درسلو 

DMEM ( باا مقادار پاا ین گلاوکزAtocel Hungary)، 

  استرپتومایسااااین-ساااایلینپناااایدرصااااد  1 حاااااو 

(Atocel Hungary و )15FBS % (Atocel Hungary)، 

کشت داده شاد.  2CO %0و  Co 30 دمایی شرایط حتت

و  FBSدر محایط کشات بادون  AGها  مصتلوغلظت

به  خانه 36  پلیت در هاو . سلشد بیوتیک تهیهبدون آنتی

شادند و  داده کشات چاهاک هر در سلو  1×015تعداد 

 )155و  mM)51/5 ،1/5 ،1 ،15 ،25 ،05 ،05 هاا با غلظت

AG  سا ت قارار گرفتناد. بارا   20تحت تیمار به مدت

و  FBSبار تکرار و از محایط کشات بادون  3هر غلظت 

از دارو   بیوتیاک باه  ناوان کنتار  منفای وآنتی بدون

بااه  )16و  g/ccµ 0 ،8) هااا دوکسوروبیسااین بااا غلظاات

  نوان کنتر  مثبت استفاده شد.
 

گیر  درصد سلو  ها  زنده با اساتفاده از تسات  اندازه
 رنگ سنجی

 برا  انجام این تسات، پاس از ساپر  شادن مادت 
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 (5mg/cc)محلااو   lµ25تیمااار بااه هاار چاهااک میاازان 

MTT (Gold Biotechnology,USA) اضاااافه شاااد و 

 0ها برا  طی مرحلاه انکوباسایون باه مادت سپس سلو 

Cسا ت در تاریکی و انکوباتور در دما  
o30  قارار داده

 محتویاات و بعد از خالی نمودنشدند. پس از این مدت 

 اضافه شد. پاس به هر چاهک  lµ 155DMSO چاهک، هر

 Elisa readerدستگاه  توسط هاچاهک دقیقه، 2 گذشتاز 

شاادند. میاازان فعالیاات  خوانااده nm005 مااو   طااو در

 درصاد نسابت شاکل تیمارشاده باه ها سلو  متابولیک

 ناور  جاذب میازان باا مقایساه در نموناه ناور  جذب

 .(13)شد نمونه کنتر  منفی محاسبه در تولید  فورمازان
 

 

باه روش فلاوریمتر  و باا اساتفاده از  ROS گیر اندازه
 میکروسکوپ فلورسانس

  ، تعااادادROS میااازان تولیاااد تعیاااین منظاااور باااه
خانه در هر چاهک کشات  36لو  در پلیت س 0/2 ×015

 هاااا، ساااا ت بعاااد از کشااات سااالو  20داده شااادند. 

 00هاا باه مادت برداشته شد و سالو  محیط رویی کاماً

  M)µ15(DCFDAمحلااو   lµ 255 دقیقااه در معاارض

(2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate) (Sigma, USA) 

هاا  هاا، سالو چاهکبعد از خالی نمودن قرار گرفتند. 

ها  سا ت تحت تیمار با غلظت 2کو چاهک به مدت 

 هاا قرار گرفتند. شدت جذب ناور  نموناه AGمصتلو 

 شو تااب nm080 در با برانگیصتگای به صورت کینتیک 

nm 028 گیر  و به صاورت   اندازهیمتردستگاه فلور با

بیاان  واحد نسبی شدت نور فلورسانس در دقیقاه تغیرات

هااا بااا میکروسااکوپ نمونااه در ROSمیاازان تولیااد شااد. 

 ( نیز بررسی شد.,Japan Nikonفلورسانس )

 

 آنالیز آمار 
شاد. تکارار  باار سه هاآزمایش همه مطالعه، این در

 GraphPad Prism 5افازار از نرم استفاده ها باآنالیز داده

 One-way ANOVA آماار  هاا آزمونو با استفاده از

تار از کام pانجام گردید. مقادیر  Tukeyتست تعقیبی و 

 دار در نظر گرفته شدند.از نظر آمار  معنی 50/5
 

 یافته ها وبحث
 هاا نتایج سمیت سالولی نشاان داد کاه در غلظات

51/5(3/12±6/111،50/5>P،)1/5(8/3±1/113،50/5>p،) 

1 (0/13±0/113 ،50/5>P ،)15 (8/0±0/133 ،551/5<P) 

، 15 (8/0± 0/133( P<50/5، 3/111 ±6/16) 25و 

551/5< P )25 (6/16± 3/111 ،50/5> P )مولار از میلی

AG  ها نسبت به گروه کنتار به تدریج میزان رشد سلو 

یابد، هر چند که این افزایش به غیر از فزایش می( ا155)

 هاا باشد. اما در غلظاتدار نمیمولار معنیمیلی 15غلظت 

05 (2/0± 8/00 ،551/5<P ،)05 (3/5± 3/30 ،551/5<P) 

مولار باا افازایش میلی( P >551/5، 00/13 ±0/2) 155و 

دار  غلظت، درصد سمیت و مرگ سلولی افزایش معنی

 ها نین از دارو  دوکسوروبیسین با غلظتچداشت. هم

0 (3/12±2/81 ،50/5>P ،)8 (50/50±23/00 ،551/5<P) 

لیتر به میکروگرم در میلی (P>551/5، 3/26 ±8/1) 16و 

 (.1شماره نمودار )  نوان کنتر  مثبت استفاده شد
 

 
تیمار شاده باا  HepG-2سلو  ها   درصد زنده مانی :1شماره  نمودار

 20( به مادت 155تا  mM 51/5مصتلو آمینوگوانیدین ) ها غلظت

 P ،**  51/5< P ،*** 551/5< P >50/5* سا ت.

 

فلوریمتر ، با توجه به نتایج به دست آمده از روش 

  05 در غلظاااات ROSتاااارین میاااازان تولیااااد باااایش
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(08/2 ± 80/66 ،50/5>P )مولار میلیAG  شد کاه مشاهده

 تارپایین ها چنین در غلظت. همدار نبوداز نظر آمار  معنی

 باه ترتیا ،( ماولارمیلای 25تاا  51/5 ها ، غلظت05از 

52/5± 23/31 ،0/5± 52/31 ،02/3± 03/35 ،30/6± 

میازان کااهش دار  طور معنیبه (6/05 ±01/3و  53/36

طرفای  از (.B-2شامارهنماودار ) مشاهده شاد ROSتولید 

 حااکی ها  گرفته شده توساط میکروساکوپدیگر  کس

 ROSاز افزایش شدت نور فلورساانس متعاقا  افازایش 

 (.A-2شمارهنمودار باشد )داخل سلولی در دوزها  بالا می

 

 

 

 تهیه شده با میکروساکوپ فلورساانس، ها  کسA) :2شماره نمودار 

(B ( میاازان تولیااد گونااه هااا  آزاد اکساایژنROS در )  ساالو  هااا

HepG-2 و آمینوگوانیاادین تیمااار شااده بااا غلظاات هااا  مصتلاا 

( mM5051  155تا .)* 50/5< P،** 51/5< P  ،*** 551/5< P 

 

 ROSتوان میزان تولید به جهت تفسیر بهتر نتایج می

ها  زنده را باه  ناوان شاخصای از نسبت به تعداد سلو 

سلولی با در نظر گرفتن درصد  ROSمیزان متوسط تولید 

نماودار در  ها  زنده اندازه گیار  نماود لاذا ایانسلو 

نمااودار طااور کاه در رسام شااد. هماان 3شااماره نماودار 

 25نشان داده شده است این نسبت در دوزهاا   3شماره 

 05کااااهش و در دوز  AGتااار ماااولار و پاااایینمیلااای

مولار و بالاتر افزایش نشان داد. که این افازایش در میلی

 155و در غلظاات ( P >50/5، 08/1 ± 03/5) 05غلظاات

(11/1± 31/3، 551/5< Pمعنی ).دار بود 

 
( ROSنسبت میزان تولید گونه هاا  آزاد اکسایژن ) :3شماره  نمودار

تیماار شاده باا  HepG-2سالو  هاا  به درصد سلو  هاا  زناده در 

 ، P >50/5 * (155تاا  mM5051 غلظت ها  مصتلو آمینوگوانیادین )

** 51/5< P   ،*** 551/5< P 

 

ر خاصااایت گاااکااااهش ایااان نسااابت بیاااانبناااابراین

ها  باالا و بالعکس، افزایش آن در غلظت اکسیدانیآنتی

 دهنده خاصیت پرواکسایدانیدر مقایسه با گروه کنتر  نشان

AG باشد. در مطالعه ا  که میGiardino   1338در سا 

تار از ها  پاییندر غلظت AG انجام داد نیز نشان داد که

هاا  تاکسیدانی و در غلظامولار خاصیت آنتیمیلی 15

مولار با مهار فعالیت کاتاالاز و افازایش میلی 15بالاتر از 

 .(15)خاصیت پرواکسیدانی دارد ROSتولید 

 DNAا  دیگاار کاااه رو  چنااین در مطالعاااههاام

باا افازایش  AGپاسمید  انجام شد نشان داده شاد کاه 

ماولار( منجار باه افازایش تولیاد میلای 155تا  5غلظت )

شاود می DNAپرواکسید هیدروژن و درنتیجه آسی  به 

کااه نشااان دهنااده اثاار پرواکساایدانی آمینوگوانیاادین 

با او افاازایش  ROS تولیااد بایش از حااد .(25)باشادمای

واره میتوکندر  و آزادسااز  سایتوکروم نفوذپذیر  دی

C (21-23)شااودو شااروش مساایر داخلاای آپوپتااوز ماای. 

توانااد بااه  نااوان میتوکناادریایی ماای ROS چنااینهاام

گر تومور  مل نماید کاه ایان کاار را از طریاع سرکوب

-تایها  آناتوفاژ  و مهار ژن -ها  پروفعا  کردن ژن

 .(20)دهداتوفاژ  انجام می
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 مشص  شاد in vivoاز سو  دیگر در یک مطالعه 

وزن ماااوش  155تاااا  mg/kg 20 در دوزهاااا  AG کاااه

اکساایدان، توانااایی قاباال سااور  بااه  نااوان یااک آنتاای

ا  بارا  کااهش اساتر، اکسایداتیو و کااهش ماحظه

کسیداسایون لیپیاد  را دارا ها  فعا  اکسیژن و پراگونه

 پراکسیداسیون ،دیاکسا کیترین دیکاهش تول باشد و بامی

لیپید را کااهش داده و با او افازایش قابال تاوجهی در 

اکساایدانی چااون گلوتاااتیون هااا  آنتاایفعالیاات آناازیم

ردوکتاز، سوپر اکسید دیساموتاز پراکسیداز، گلوتاتیون 

 هاا در سلو  ,Mµ155AGغلظت  .(20)شودکاتالاز می و

 لیاز تشاک با و جلوگیر  شبکیه چشم موش صحرایی

ROSونیداسایاز اکس یو آپوپتوز ناش دیپیل ونیداسی، پراکس 

در  AGخاوراکی  گرم در لیترمیلی 055غلظت  شد و در

هااا  دیااابتی از پراکسیداساایون گااوشمااای  زجاجیااه خر

 ااوه بار مطالعاات حیاوانی،  .(15)لیپید جلوگیر  کارد

در مطالعات بالینی از جملاه بررسای  AG توانایی درمانی

باه  AGفارماکوکینتیک آن مثبات ارزیاابی شاده اسات. 

باه  باشد. تقریبااًصورت نمک هیدروکلریک موجود می

صورت کامال از طریاع فیلتراسایون گلاومرولی حاذ  

در افراد با  ملکرد کلیو  نرماا   AGشود. نیمه  مر می

 مباتا باه نارسااییباشد که در بیماران سا ت می 0/0حدود 

و نفروپااتی  (0)گارممیلای 355مزمن کلیاه باا تاک دوز 

مورد بررسی قرار گرفته است.  (3)ناشی از دیابت نوش دو

آمینوگوانیدین طیو اثر گسترده ها  یکی از محدودیت

تواند در  ملکارد آنزیمای باه و وسی  آن است چون می

  .(26)ویژه نیتریک اکسید سنتاز اختا  ایجاد نماید

دهاااد کاااه حاضااار، نشاااان مااای نتاااایج مطالعاااه

آمینوگوانیدین در دوزهاا  باالاتر از دوز  کاه اثارات 

 القا  و ROSاکسیدانی دارد، قادر به افزایش میزان آنتی

 توانادمای مطالعه، . این(1یر شماره)تصوباشدمی آپوپتوز

به  نوان دارو  ضد  AGاثرات  تربیش ها بررسی برا 

 و مطالعاااات انجاااام باااا و باشاااد آغااااز یاااک سااارطان،

  وامال باه تاوانمای زمیناه، این در رتبیش ها آزمایش

 هاا ژن بیاان سارطانی، میازان ها سلو  رشد بازدارنده

 تولیااد میاازان آن دنبااا  بااه در القااا  آپوپتااوز و دخیاال

 در درگیار مسیرها  نیز و آپوپتوز در دخیل ها پروتئین

اکسایدانی چنین مشاهده اثرات آنتاییافت. هم دست آن

AG تواناد مای (1)تصاویر شاماره  ها  پااییندر غلظت

ا  باشد بارا  یاافتن دوز مناسا  آمینوگوانیادین مقدمه

اکسیدانت و لذا جهت استفاده به  نوان یک مکمل آنتی

هااا  تار  جهات تعیاین دوز و مکانیساممطالعاات بایش

 شود.محتمل در کارها  حیوانی و بالینی پیشنهاد می

 

 سپاسگزاری
 مرکازمطالعه در دانشکده داروساز  و با همکار   این

 انجاام کرمانپزشکیدانشگاه  لوم کسفارماسیوتی تحقیقات

 .شودمی تشکر زمرک آن همکار از وسیله به این که شد
 

 

 
 

 دوگانه آمینوگوانیدین ها مکانیسمدیاگرام مسیرها  پیشنهاد  جهت بررسی  :1تصویر شماره 
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