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Abstract 

Background and Objective: Colorectal cancer is the third most common cancer in men and the second most common in 

women. The use of parasites or parasite antigens is one of the newest therapeutic approaches for cancer, although it has not 

yet been used or approved in human trials. This study aimed to determine the cytotoxic effects of purified carbohydrates from 

the hyaline layer, fluid, and protoscolices of hydatid cysts on the human colorectal cancer cell line (LS174T). 

Methods: This descriptive-analytical study was conducted on two sheep and two cow livers infected with hydatid cysts, and 

the human colorectal adenocarcinoma cell line (LS174T) purchased from the Pasteur Institute of Iran at the Faculty of 

Veterinary Medicine, Shahid Chamran University of Ahvaz, Iran during 2022. Cyst fluid, protoscolices, and the hyaline layer 

were isolated from the hydatid cyst-infected livers, and glycoproteins and glycolipids from different parts of the cyst were 

extracted using the chloroform-methanol method. Carbohydrates were purified using the beta-elimination method and their 

presence was confirmed using the phenol-sulfuric acid method. The cytotoxicity of purified carbohydrates on the LS174T 

cell line was evaluated using the methyl tetrazolium (MTT) assay for 24 hours. 

Results: Concentrations of 0.5 and 0.25 of purified carbohydrates from glycoproteins and glycolipids of hydatid cysts 

significantly inhibited the growth of LS174T cells (P<0.05). Initial cytotoxicity evaluation showed that purified 

carbohydrates from glycoproteins of sheep cyst fluid (38.60±1.33%), glycoproteins of cow cyst hyaline layer (36.61±1.76%), 

glycolipids of cow cyst hyaline layer (38.94±2.99%), glycoproteins of cow cyst protoscolices (40.27±3.66%), and glycolipids 

of sheep cyst protoscolices (37.94±1.99%) had significantly more pronounced inhibitory effects (P<0.05). Subsequent 

screening with the MTT assay revealed that purified carbohydrates from glycoproteins isolated from sheep hydatid cyst fluid 

(52.35±10.24%), glycolipids isolated from cow hydatid cyst hyaline layer (53.40±7.88%), and glycolipids isolated from 

sheep hydatid cyst protoscolices (53.05±5.06%) had significantly more pronounced inhibitory effects on the growth of 

LS174T cancer cells (P<0.05). 

Conclusion: Carbohydrates isolated from glycoproteins and glycolipids of the hyaline layer, fluid, and protoscolices of 

hydatid cysts have significant anticancer effects on the LS174T colorectal cancer cell line. 
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Introduction 

olorectal cancer is the third most common cancer in men and the 

second most common in women. Currently, treatment options for 

colorectal cancer depend on various factors, such as tumor location, stage 

of disease, and overall patient health. Treatment may encompass surgery, 

the use of multiple drugs, such as fluoropyrimidines, irinotecan, 

oxaliplatin, and capecitabine, radiation therapy, chemotherapy, or a 

combination of them. On the one hand, patients with colorectal cancer 

face complications related to these treatment options. Hence, the need for 

more influential treatment methods is well felt. 

The use of parasites or parasite antigens is one of the newest therapeutic 

approaches for cancer, although it has not yet been used or approved in 

human trials. In studies conducted on the carbohydrate antigens of hydatid 

cysts and the cross-reactivity of sera from breast cancer patients and 

healthy individuals with these antigenic fractions, carbohydrate antigens 

of hydatid cysts were found in all stages of the cyst and their frequency 

was higher in the hyaline layer. The simultaneous presence of hydatid 

cysts and hepatocellular carcinoma is rare, and Echinococcus granulosus 

seems to have protective effects against this cancer. Among the species of 

the Taeniidae family, which are common parasites worldwide, the genus 

Echinococcus is of great importance in terms of health and economy, 

particularly in human and animal communities. Hydatid cysts, usually 

caused by Echinococcus granulosus, consist of a single cavity with a 

thick wall. This unilocular cyst consists of two layers: Germinal layer and 

laminated layer. In fertile cysts, protoscolices are located on the inner or 

germinal membrane of the cyst. The hyaline layer has a dense and 

voluminous structure that is only observed in the genus Echinococcus and 

is highly enriched in carbohydrate compounds. Hydatid cyst antigens 

have anti-melanoma activities, and these effects are related to the immune 

system’s response to parasitic antigens. The anti-tumor activity of hydatid 

cyst fluid against breast cancer has also been attributed to increased 

immune responses to parasitic antigens. Therefore, various methods can 

be used, including the isolation and synthesis of compounds and 

molecules of parasites such as Toxoplasma gondii and Echinococcus 

granulosus to identify and produce compounds that contribute to eliciting 

the immune system against cancers. Hence, this study aimed to determine 

the cytotoxic effects of purified carbohydrates from the hyaline layer, 

fluid, and protoscolices of hydatid cysts on the human colorectal cancer 

cell line (LS174T). 

Methods 

This descriptive-analytical study was conducted on two sheep and two 

cow livers infected with hydatid cysts and the human colorectal cancer 

cell line (LS174T). 

Two sheep and two cow livers infected with unilocular fertile hydatid 

cysts caused by Echinococcus granulosus in the terminal stages of the 

disease and containing cyst fluid were collected from a slaughterhouse. 

The cyst surfaces were sterilized with 70% alcohol, and the cyst contents 

were collected using 20 cc syringes. 

The collected cyst fluid was examined under a light microscope for the 

presence of protoscolices. After observing the presence of protoscolices, 

the cyst contents were centrifuged at 4000 rpm for 15 minutes. The 

supernatant, as the hydatid cyst fluid, was carefully removed and stored in 

Falcon tubes. The resulting precipitate, which consisted of protoscolices 

separated from the cyst fluid, was stored in Falcon tubes until use. 

Subsequently, the contents of the Falcon tubes containing the cyst fluid 

were poured into sterile Petri dishes and concentrated and dried for 24 

hours to obtain crude cyst fluid antigens, which were stored at -20°C for 

subsequent study stages. The precipitate of compressed protoscolices at 

the bottom of the Falcon tubes was sonicated using ultrasonic waves. 

Then, they were incubated at 37°C for 48 hours. After 48 hours, the liquid 

in the Petri dishes was dried, and the Petri dishes were removed under 

sterile conditions and transferred to a laminar flow hood. Then, the dried 

liquid in the Petri dishes was scraped with a sharp object and poured as a 

powder into small microtubes, and was sonicated using a Bandelin 

electronic (Germany) sonicator for 2 pulses of 15 seconds each. These 

sonicated protoscolices, as crude protoscolice antigens, were also stored at 

-20°C in the freezer for further studies. Moreover, a portion of the 

collected cyst wall was cut into smaller pieces, washed several times in a 

mixture of phosphate buffered saline (PBS), penicillin (300 IU), and 

streptomycin (0.3 mg/ml), and frozen and thawed several times for 24 

hours to help remove the germinal layer. The hyaline layer was then 

separated and, after homogenization, was sonicated for 5 pulses of 15 

seconds and 10 pulses of 15 seconds for sheep and cow hyaline wall 

antigens, respectively, ultimately turning into slurry, which was stored as 

a crude hyaline cyst wall antigen at -20°C in the freezer for future studies. 

A chloroform-methanol 20 extraction method was employed to isolate 

glycoproteins and glycolipids from the antigens isolated from the three 

components of the cysts: Hyaline layer, fluid, and crude protoscolices. 

A β-elimination method at 37°C was employed to isolate carbohydrates 

from the glycoprotein and glycolipid components of the antigens 

extracted from different parts of the cyst. 

Bovine and ovine glycolipid and glycoprotein antigen samples were 

transferred to activated dialysis bags. 

A phenol-sulfuric acid method was employed to confirm the presence of 

carbohydrates in each of the antigen solutions isolated from the cyst. 

The cytotoxicity of carbohydrates purified from antigens isolated from 

hydatid cysts on colorectal cancer cells was evaluated using the methyl 

tetrazolium (MTT) assay. The MTT assay was employed to assess the 

cytotoxicity of twelve bovine and ovine glycolipid and glycoprotein 

antigens on colorectal cancer cells. 

In order to further investigate and screen the antigens, the cytotoxicity 

of carbohydrates purified from the five antigens with the highest 

cytotoxicity against the LS174T cell line was re-evaluated using the MTT 

assay. 

Results 

Carbohydrates purified from glycoproteins isolated from sheep hydatid 

cyst fluid, glycolipids isolated from sheep hydatid cyst protoscolices, 

glycolipids isolated from bovine hydatid cyst hyaline layer, glycoproteins 

isolated from bovine hydatid cyst hyaline layer, and glycoproteins 

isolated from bovine hydatid cyst protoscolices demonstrated the greatest 

inhibitory effects on the growth of LS174T cells. In order to further 

screen, the inhibitory effects of carbohydrates purified from these five 

antigens on the growth of LS174T cancer cells were re-evaluated using 

the MTT assay, and the carbohydrates purified from the five selected 

antigens significantly inhibited cell growth. Carbohydrates purified from 

glycoproteins extracted from sheep hydatid cyst fluid, glycolipids 

extracted from sheep hydatid cyst protoscolices, and glycolipids extracted 

from bovine hydatid cyst hyaline layer exhibited the greatest inhibitory 

effects on the growth of LS174T cancer cells (P<0.05). 

Conclusion  

According to the results, carbohydrates purified from antigens isolated 

from the cyst significantly inhibited the growth of colorectal cancer cells. 

Carbohydrates purified from five antigens, including glycoproteins from 

sheep cyst fluid, glycoproteins from bovine cyst hyaline layer, glycolipids 

from bovine cyst hyaline layer, glycoproteins from bovine cyst 

protoscolices, and glycolipids from sheep cyst protoscolices, appeared to 

have the greatest inhibitory effects on cell growth. Treatment of cells with 

carbohydrates purified from glycoproteins extracted from sheep hydatid 

cyst fluid, glycolipids from sheep hydatid cyst protoscolices, and 

glycolipids from bovine hydatid cyst hyaline layer gave rise to the 

greatest inhibitory effects on cancer cell growth. 
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Carbohydrates isolated from glycoproteins and glycolipids of hyaline layer and protoscolices of the 

hydatid cyst fluid exhibited significant anticancer effects on the LS174T colorectal cancer cell line. 
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مایع و پروتواسکولکس  های تخلیص شده از لایه هیالن،اثر سمیت سلولی کربوهیدرات

 (LS174T)ل انسانی کیست هیداتید بر رده سلولی سرطان کولورکتا
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 دهیچک

های انگل ژنها یا آنتیاستفاده از انگل است. زنان در شایع سرطان دومین و مردان در شایع سرطان سومین کولورکتال سرطان نه و هدف:یزم
این مطالعه به منظور تعیین . های درمانی برای سرطان است که هنوز در فاز انسانی مورد استفاده و تایید قرار نگرفته استترین روشیکی از نوین

 یکولورکتال انسانتید بر رده سلولی سرطان های تخلیص شده از لایه هیالن، مایع و پروتواسکولکس کیست هیدااثر سمیت سلولی کربوهیدرات
 انجام شد.

ی آدنوکارسینومای رده سلولاین مطالعه توصیفی تحلیلی روی دو کبد گوسفند و دو کبد گاو آلوده به کیست هیداتید و  :یروش بررس
انجام  1041شهید چمران اهواز طی سال دانشکده دامپزشکی دانشگاه  در رانیپاستور ا تویانست ازخریداری شده  (LS174Tکولورکتال انسانی )

ها و گلیکولیپیدهای گلیکوپروتئینجدا شدند و  کبدهای آلوده به کیست هیداتید از ها و نیز لایه هیالنمایع کیست، پروتواسکولکس شد.
شدند و حضور آنها با روش ها تخلیص متانول استخراج شدند. با روش بتا الیمینیشن کربوهیدرات - به روش کلروفرمهای مختلف کیست بخش

 40به مدت  MTTبا استفاده از روش  LS174Tهای تخلیص شده بر رده سلولی فنول تایید شد. سمیت سلولی کربوهیدرات اسیدسولفوریک
 ساعت مورد ارزیابی قرار گرفت.

باعث مهار  ریداطور معنیگلیکولیپیدهای کیست هیداتید بهها و های تخلیص شده از گلیکوپروتئیناترکربوهید 45/4و  5/4های رقت ها:افتهی
 مایع های تخلیص شده از گلیکوپروتئینسمیت سلولی در مرحله اول نشان داد که کربوهیدرات(. ارزیابی >45/4Pد )ش LS174Tهای رشد سلول

 گاو کیست هیالن لایه گلیکولیپید درصد(، 01/30±60/1و )گا کیست هیالن لایه گلیکوپروتئین ،درصد( 04/33±33/1د )گوسفن کیست
 کیست گوسفند پروتواسکولکس و گلیکولیپیددرصد(  46/04±00/3) گلیکوپروتئین پروتواسکولکس کیست گاو ،درصد( 99/4±90/33)
 هاینشان داد که کربوهیدرات MTTغربالگری بعدی با روش  (.>45/4P) اثرات مهاری بارزتری دارند داریطور معنیهبدرصد(  99/1±90/36)

هیالن کیست  لایه از شده جدا گلیکولیپید و درصد( 35/54±40/14) هیداتید گوسفند کیست مایع از جداشده هایگلیکوپروتئین از شده تخلیص
داری طور معنیبه درصد( 45/53±40/5) گلیکولیپید جدا شده از پروتواسکولکس کیست هیداتید گوسفند ودرصد(  04/53±33/6) هیداتید گاو
 (.>45/4Pبودند ) LS174T سرطانی هایسلول رشد بارزتری بر مهاری دارای اثرات

ها و گلیکولیپیدهای لایه هیالن و پروتواسکولکس مایع کیست هیداتید اثر ضدسرطانی های جدا شده از گلیکوپروتئینکربوهیدرات :یریگجهینت
 دارند. LS174Tقابل توجهی بر رده سلولی سرطان کولورکتال 

 کربوهیدرات گرانولوزوس، اکینوکوکوس هیداتید ، کیست سرطان کولورکتال، :یدیکل یهاواژه
 
 s.larki@scu.ac.ir ی:پست الکترونيک، ی دکتر سارا لرک نويسنده مسؤول:* 

 1620 یداخل 320- 00662233تلفن  یولوژی،گروه پاتوب ی،چمران اهواز، دانشکده دامپزشک یداهواز، اتوبان گلستان، دانشگاه شه نشانی:

 01/2/0130 انتشار 2/06/0136 پذيرش 03/00/0136 اصلاح نهايی 62/2/0136 وصول
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 (13)پي در پي  6/ شماره  20/ دوره  3066پاییز مجله دانشگاه علوم پزشکي گرگان /  

 ممکن کولورکتال سرطان به مبتلا افراد از بیماری برخی اولیه مراحل
 درمانی هایگزینه حاضر، حال در 1د.نداشته باشن علامتی هیچ است
 تومور، محل جمله از مختلفی عوامل به کولورکتال سرطان برای

 است ممکن درمان. دارد بستگی بیمار کلی سلامت و بیماری مرحله
 فلوروپیریمیدین، مانند دارو چندین از جراحی، استفاده شامل

 یا درمانیشیمی پرتودرمانی، کپسیتابین، و اگزالیپلاتین ایرینوتکان،
 سرطانمبتلا به  بیماران یک طرف، از 0.باشد آنها از ترکیبی

 مواجه درمانی هایگزینه این با مرتبط جانبی عوارض با کولورکتال
خوبی های درمانی با کارایی بالاتر بهنابراین نیاز به روشب 4د.هستن

 شود.احساس می
شایع  متداول و یهاانگل ازخانواده تنیده که  یهاگونهدر میان 

ی و اقتصاد یبهداشت نظر ازاکینوکوکوس جنس است؛ جهانی 
 0است.انسانی و دامی حائز اهمیت بالایی جوامع خصوص در به

از یک  وسزاکینوکوکوس گرانولو هیداتید ناشی ازکیست  معمولاً
کیست ی است. این میضخ وارهید یداراو حفره تشکیل شده 

 ( و هیالنGerminal layer)از دو لایه زایا  ایحفرهکت
(Laminated layerتشکیل شده است. در کیست )روی  بر های بارور

. لایه دندار قرارها پروتواسکولکسکیست، داخلی یا زایای  ءغشا
است که تنها در جنس  میحج فشرده و یساختمان یدارا هیالن

ترکیبات از  یشدت غنبهو  0تدیده شده اس اکینوکوکوس
 شامل لایه این مونوساکارید ترکیب 6است. داردراتیکربوه

 7است. گلوکزآمین استیل-N و آمین گالاکتوز استیل-N گالاکتوز،
 دارای هیداتید بارور هایکیست مایع و پروتواسکولکس هیالن، لایه

 زابیماری عوامل شناسایی در قطعاً که هستند هاییکربوهیدرات
 شوندمی موجب و شتهدا محوری نقش میزبان ایمنی سیستم توسط

 و کند کنترل خود برابر در را میزبان ذاتی ایمنی سیستم انگلکه 
 میزبان بدن مختلف هایاندام در هاسال تواندمی کرم ترتیببدین
 8شود. مستقر ایمنی سیستم تحریک و التهاب هیچگونه بدون

های ترین روشهای انگل یکی از نوینژنها یا آنتیاستفاده از انگل
هنوز در فاز انسانی مورد استفاده و  کهاست درمانی برای سرطان 

 هایژنیآنت یروات انجام شده در مطالع 12و9نگرفته است.تایید قرار 
مبتلا به  مارانیسرم بواکنش متقاطع و هیداتید  ستیک یدراتیکربوه

 یهاژنیآنت،یژنیآنت یهانسیوفراک نیسرطان پستان و افراد سالم با ا
و  شده افتی ستیدر همه مراحل کهیداتید  ستیک یدراتیکربوه

 حضور 10و11است.مشاهده شده  شتریبلایه هیالن آنها در  فراوانی
نظر همزمان کیست هیداتید و هپاتوسلولار کارسینوما نادر است و به

بخشی علیه این اثرات حفاظت وسزاکینوکوکوس گرانولو رسدمی
 هایفعالیت هیداتید دارای کیست هایژنآنتی 10د.سرطان دار

 علیه ایمنی پاسخ سیستمبه مربوط  اثرات این و هستند ضدملانوم
ضدتوموری مایع کیست  همچنین فعالیت 01است. انگل هایژنآنتی

 برابر در ایمنی هایپاسخ به افزایش پستانهیداتید علیه سرطان 
 یهااز روش ،نیبنابرا 9ت.های انگل نسبت داده شده اسژنآنتی

 ییهاانگل یهالکولوو م باتیمختلف از جمله جداکردن و ستنز ترک
 به منظور گرانولوزوس نوکوکوسیاکو  یتوکسوپلاسما گوند رینظ

در برابر  فراخوانی سیستم ایمنیکه در  یباتیترک دیو تول ییشناسا
این مطالعه به منظور لذا  14.استفاده کردتوان یم ؛ها نقش دارندسرطان

های تخلیص شده از لایه هیالن، تعیین اثر سمیت سلولی کربوهیدرات
ید بر رده سلولی سرطان مایع و پروتواسکولکس کیست هیدات

 انجام شد. (LS174T)کولورکتال انسانی 

 روش بررسی
گوسفند و دو کبد گاو  کبدروی دو این مطالعه توصیفی تحلیلی 

کولورکتال انسانی  سرطانی رده سلولو  آلوده به کیست هیداتید
(LS174T)  بخش در  ،رانیپاستور ا تویانست ازخریداری شده

ز طی شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواانگل
 انجام شد. 1421سال 

مطالعه مورد تایید کمیته اخلاق دانشگاه شهیدچمران اهواز 
(EE/1401.2.24.226665/scu.ac.ir) .ق اخلا کمیته در قرار گرفت

 و تصویب انسانی کنندگانمشارکت و هاآزمودنی روی بر پژوهش
شهید چمران اهواز  دانشگاه فناوری و پژوهش معاونت تایید مورد
 گرفت. قرار

 ندیکیست هیداتید گاوی و گوسفهای ژنتهیه آنتی

کیست هیداتید  هب آلودهگاو و دو کبد  کبد گوسفند د دوتعدا
در مراحل  اکینوکوکوس گرانولوزوسای بارور ناشی از حفرهتک

های استان خوزستان انتهای بیماری و حاوی مایع کیست از کشتارگاه
کده شناسی دانشآوری گردید. پس از انتقال آنها به بخش انگلجمع

دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز در کنار یخ و در شرایط 
درصد استریل شدند و  72ها توسط الکل استریل، سطوح کیست

 آوری گردید.جمع cc 02 هایمحتویات درون کیست توسط سرنگ
آوری شده از نظر وجود پروتواسکولکس های جمعمایع کیست

گرفتند. پس از مشاهده ی قرار بررستوسط میکروسکوپ نوری مورد 
دقیقه با  10مدت ها، محتویات کیست بهحضور پروتواسکولکس

عنوان مایع کیست بهفیوژ شدند. مایع رویی یسانتر RPM  4222دور
های فالکون نگهداری شدند. خارج و در لوله هیداتید با احتیاط

های جدا شده از مایع کیست رسوب حاصله که پروتواسکولکس
های فالکون نگهداری شدند. در ادامه ن استفاده در لولهتا زما بودند

های فالکون حاوی مایع کیست برای استخراج محتویات لوله
 04های استریل ریخته و به مدت های مایع در پتری دیشژنآنتی

های خام مایع کیست ژنوان آنتیعنشده و بهساعت تغلیظ و خشک 
گراد نگهداری رجه سانتید -02مراحل بعدی مطالعه در دمای  برای

ها چندین های فشرده در کف فالکونشدند. رسوب پروتواسکولکس
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شسته  درصد( 9/2 بار با محلول نمکی ایزوتونیک )سرم فیزیولوژیک
 48سپس به مدت  شدند.و سپس به کمک امواج فراصوت سونیکه 

گراد قرار گرفتند. بعد از درجه سانتی 07 ر با دمایساعت در انکوباتو
ها خشک شده و تحت ساعت، مایع درون پتری دیش 48گذشت 

ها خارج و به زیر هود منتقل شدند. سپس شرایط استریل پتری دیش
ها خراشیده و توسط جسم تیزی مایع خشک شده درون پتری دیش

شد و های کوچک ریخته به صورت پودر درون میکروتیوب
آلمان( به  Bandelin electronicفراصوت دستگاه سونیکاتور )مدل 

های ای سونیکه گردید. این پروتواسکولکسثانیه 10پالس  0تعداد 
 برایهای خام پروتواسکولکس نیز ژنعنوان آنتیسونیکه شده به

گراد نگهداری درجه سانتی -02مطالعات بیشتر در فریزر با دمای 
پس از  ؛آوری شدههای جمعستیک شدند. همچنین بخشی از دیواره

بافر  ترکیب محلول نمکبار در  نیچندتر، برش در ابعاد کوچک
 نیسیاسترپتوما و (IU 300) نیلیسیپنو ( PBSفسفات )

چندین بار  ساعت 04به مدت شسته و  (تریلیلیگرم بر میلیم 0/2)
لایه  سپس 01شود.کمک  لایه زایاتا به حذف شدند  و ذوب منجمد

فراصوت  توسط امواج را جدا کرده و پس از هموژنیزه کردن، هیالن
ترتیب ای بهثانیه 10پالس  12ای و به تعداد ثانیه 10پالس  0به تعداد 

که در  شدژن دیواره هیالن گوسفندی و گاوی سونیکه برای آنتی
خام دیواره هیالن ژن یو به عنوان آنتنهایت به صورت شیرابه درآمده 

گراد برای مطالعات آینده درجه سانتی -02 فریزر با دمای در کیست
 نگهداری گردید.

های کیست ژنآنتی دیپیکولیو گل نیکوپروتئیگل ترکیبات جداسازی
 و گوسفندی هیداتید گاوی

پروتئین،  های مختلف مانندها از ترکیب مولکولژنآنتی
. اندشدهساکارید، لیپید، اسیدنوکلئیک و یا مواد دیگر تشکیل پلی

های جدا ژنهای آنتیدیپیکولیو گل نیکوپروتئیگلبرای جداسازی 
های خام سه بخش دیواره هیالن، مایع و پروتواسکولکس شده از
 شد.استفاده  02ل متانو – کلروفرمبا استخراج  ها از روشکیست

به مایعات حاوی آب مقطر، متانول و کلروفرم  ترتیب کهبدین
 سپس به مدتد. افزوده ش 1:1 و :4: 0نسبت با  بیبه ترتها ژنآنتی

در  رسوب حاصله گردید. مجدداً وژیفیسانتر g 0222با دور  قهیدق 0
 قهیدق 02به مدت  g 0222ر با دوو  هشد شناورمتانول  تریلیلیم 4

و رسوب  دیپیکولیگلفراکسیون عنوان به ییرو عیماو  وژیفیسانتر
 جداسازی و ذخیره گردید. نیکوپروتئیگلفراکسیون به عنوان  حاصله

 یکولیپیدیو گل یکوپروتئینگل یباتها از ترکیدراتکربوه جداسازی
 (β-elimination) یمینیشنال-بتا روش به

و  نیکوپروتئیگل باتیترکها از برای جداسازی کربوهیدرات
های مختلف کیست از های جدا شده از بخشژنی آنتیدیپیکولیگل

در  16د.استفاده شگراد سانتیدرجه  07الیمینیشن در دمای -روش بتا
گرم  110/2( و NaOHگرم هیدروکسید سدیم ) 00/2این روش، 

های ژنو آنتی( در آب مقطر حل NaBH4) بوراتدرویتترا ه میسد
پروتواسکولکس آوری شده از مایع، لایه هیالن و مختلف جمع

 ساعت در دمای 04کیست هیداتید را به آن افزوده و به مدت 
 برایساعت،  04بعد از گذشت  کردیم.گراد انکوبه درجه سانتی 07

های مختلف کیست، این مخلوط را های بخشرسوب کربوهیدرات
سانتریفیوژ کرده و مایع رویی آن را درون یک بشر ریخته و در 

محلول را با افزودن  pHکرده که ابتدا  pHغییر مجاورت یخ اقدام به ت
رسانده و در ادامه با افزودن  یک بار بهاسیدکلریدریک غلیظ یک

 برای. در پایان ندیمرسا 7به را محلول  pHهیدروکسید سدیم 
دست آمده را در ههای حاصله، محلول بجداسازی کربوهیدرات

 راستفاده از سانتریفیوژ با دولیتری ریخته و با میلی 0های میکروتیوب
 g12222  دقیقه، مایع رویی را جدا کرده و رسوب  12به مدت

آوری و در فریزر با دمای حاصل با افزودن مقداری آب مقطر جمع
 نگهداری شد.گراد سانتی -02

 های کربوهیدراتی کیست هیداتیدژنتهیه و تخلیص آنتی

ای مساوی درون بافر هرا پس از برش (kD 12های دیالیز )کیسه
 پس از ؛و بی کربنات سدیم( گذاشته EDTAفعال کننده )حاوی 

 یهانمونهسپس  ؛دقیقه در دمای جوش، با آب مقطر شستشو داده 10
 بهرا  گلیکولیپیدی و گلیکوپروتئینی گاوی و گوسفندی ژنییآنت
 کی یهادرون ظرفو نمودیم یز فعال شده منتقل الید یهاسهیک
صورت معلق به فسفاتبافر cc 42و  آب مقطر cc 962 یحاو یتریل

ذرات  مثل نمک و ییهایها ناخالصسهیک نیتا توسط ا گرفتندقرار 
 یحاو وفظر. این دنوارد محلول شو موجود در نمونه خارج و

گراد درجه سانتی 4دمای ساعت در  04به مدت  زیالید یهاسهیک
ها در محتویات کیسه نگهداری و بعد از این مرحله خچالی

 و در فریزر با دمای ندای ریخته شدهای جداگانهمیکروتیوب
 گراد نگهداری شدند.سانتی -02

با ژن جدا شده از کیست هیداتید ها در آنتیتدرایکربوه ارزیابی
 اسیدسولفوریک - روش فنول

های یک از محلول در هر دراتیکربوهتایید وجود منظور به
ژنی جدا شده از کیست از روش فنول اسیدسولفوریک استفاده آنتی

ساده و  یسنجروش رنگ کی کیسولفوراسیدروش فنول شد. 
 نینمونه است. در ا کدر ی دراتیکربوهارزیابی وجود  یبرا عیسر

 و دیساکاردی د،یمونوساکاراز جمله  هاکربوهیدراتروش اکثر 
موجود در  اسیدسولفوریک هستند.یی قابل شناسا دهایگوساکاریاول

 یعنآن یتر را به واحدهای کوچکها دراتیکربوهاین روش، 
به )پنتوز( . سپس قندهای پنج کربنه شکندیمها دیمونوساکار
 لیمتی دروکسیبه ه)هگزوز( قندهای شش کربنه  و فورفورال

 سپس با فنل باتیترک نی. اشوندیمتبدیل  دراتهیفورفورال ده
رنگ تا چند  نیه اشده کایجاد  یداده و رنگ زرد طلائ واکنش

هر نمونه  یرنگ بیجذب ترک خواندن ماند. بایم یباق داریساعت پا
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ژنی وجود کربوهیدرات در نمونه آنتیبه در طول موج مشخص 
نوع  10میکرولیتر از هر  00دست یافت. بدین ترتیب  توانکیست می

وتئینی گاوی و گوسفندی های گلیکولیپیدی و گلیکوپرژنآنتی
درصد )محلول در آب  0میکرولیتر فنل  10رسوب داده شده با 

 اسیدسولفوریکمیکرولیتر  70مقطر( مخلوط کرده، سپس به میزان 
صورت عمود بر سطح مایع به آن بهدرصد(  98غلیظ )با خلوص 

در  قهیدق 12مدت  بهپس از نگهداری این مخلوط  گردید.اضافه 
 در طول موجژنی های آنتیجذب محلولمیزان  ه،آزمایشگا طیمح

 (Stat Fax 4700, USA) توسط دستگاه خوانشگر الایزا نانومتر 402
مستقل تکرار  سهها با همه نمونه گیری جذبندازها 17ه شد.خواند

 .گرفت صورت
های تخلیص شده از سمیت سلولی کربوهیدراتارزیابی 

های سرطان های جدا شده از کیست هیداتید بر سلولژنآنتی
 MTTکولورکتال با روش 

پاستور  تویانست از (LS174Tکولورکتال انسانی ) سرطانی رده سلول
از  سرطانی یرده سلول کشت و ریتکث یشد. برا یداریخر رانیا

و یک  یگاو نیم جنرس درصد 12 یحاو DMEMکشت  طیمح
استاندارد انکوباتور  شرایطدر  نیسیرپتوماتاس - نیلیسیپندرصد 

 درصد و رطوبت 0 اکسیددیگراد و کربندرجه سانتی 07 یدما)
میزان سمیت سلولی  سنجش یبرا .دیاستفاده گرددرصد(  90

ژن گلیکولیپیدی و گلیکوپروتئینی های دوازده آنتیکربوهیدرات
 روشاز های سرطانی کولورکتال گاوی و گوسفندی بر سلول

 سلول 0×012 طور خلاصهبه استفاده شد. (MTT) ومیازولرتت- لیمت
 مدتبهخانه کشت داده شد و  96 در هر چاهک یک پلیت

به آنها اجازه چسبندگی  استاندارد انکوباتور طیارساعت در ش 04
های کربوهیدرات 00/2و  0/2های رقت با هاداده شد. سپس سلول

 خارج کشت محیط نهایتگرفتند. در  قرار تیمار تخلیص شده تحت
 بر گرممیلی MTT (0/2ل محلو میکرولیتر 122 آن دنبالبه و شد

 مدت به بلافاصله پلیت. شد اضافه چاهک هر به( سیگما لیتر،میلی
 جایگزینی از پس. شد انکوبه گرادسانتی درجه 07 دمای در ساعت 4

 هر جذب هرچاهک، در DMSO میکرولیتر 62 با MTT محلول
 دستگاه خوانشگر الایزا یک با( نانومتر 072) چاهک

(Stat Fax 4700, USA) شد تعیین. 
، سمیت سلولی هاژنآنتی بهتر و غربالگری مجدد بررسیبرای 

با بیشترین سمیت  ژنآنتیهای تخلیص شده از پنج کربوهیدرات
مورد ارزیابی  MTTبا روش  مجدداً LS174Tسلولی بر رده سلولی 

 00/2 و 0/2 هایرقت با هاسلول مانند مرحله قبل قرار گرفت.
 قرار تیمار ساعت تحت 04به مدت  شده تخلیص هایکربوهیدرات

 .گرفتند
 8افزار گراف پد پریسم نسخه آنالیزهای آماری بااستفاده از نرم

و انحراف معیار گزارش شدند.  نتایج به صورت میانگینانجام شد. 

-کولموگروف اینمونهتک آزمون از استفاده با هاداده توزیع
 واریانس آنالیز از استفاده با هاداده. ندشد ارزیابی اسمیرنوف

 مورد توکی تعقیبی آزمون سپس ( وOne-way ANOVA) طرفهیک
 20/2ها کمتر از داری آزموند. سطح معنیگرفتن قرار تحلیل و تجزیه

 در نظر گرفته شد.

 هایافته
های تخلیص مقادیر جذب کربوهیدراتیار و انحراف مع نگینمیا

های مختلف کیست های استخراج شده از قسمتژنشده از آنتی
 آمده است. جدول یکدر  هیداتید طی سه تکرار مستقل

 
های ژنهای تخليص شده از آنتیجذب کربوهيدرات مقادير يارو انحراف مع يانگينم:  1جدول 

 ای مختلف کيست هيداتيد طی سه تکرار مستقلهقسمت استخراج شده از

 نام نمونه شماره نمونه
میانگین و انحراف معیار 

(mg/mL) 

 06/0±02/3 گلیکوپروتئین پروتواسکولکس گاو 0

 03/1±06/3 گلیکوپروتئین پروتواسکولکس گوسفند 6

 61/6±30/3 گلیکوپروتئین مایع گاو 0

 23/1±6/3 گلیکوپروتئین مایع گوسفند 1

 22/1±00/3 گلیکوپروتئین لایه هیالن گاو 2

 03/6±312/3 گلیکوپروتئین لایه هیالن گوسفند 2

 00/1±02/3 گلیکولیپید پروتواسکولکس گاو 0

 20/0±63/3 گلیکولیپید پروتواسکولکس گوسفند 2

 12/1±66/3 گلیکولیپید مایع گاو 1

 11/0±06/3 گلیکولیپید مایع گوسفند 03

 00/2±01/3 گلیکولیپید لایه هیالن گاو 00

 03/1±63/3 گلیکولیپید لایه هیالن گوسفند 06

 

از  00/2و  0/2های های تخلیص شده با رقتاثرات کربوهیدرات
های مختلف کیست هیداتید بر رشد رده سلولی های قسمتژنآنتی

( >20/2P) ساعت 04پس از  (LS174T)سرطان کولورکتال انسانی 
کربوهیدرات استخراج شده  0/2آمده است. تنها رقت  0جدول در 

ی رده سلولبر رشد از گلیکولیپید لایه هیالن کیست هیداتید گوسفند 
 (.0جدولداری نشان نداد )اثر آماری معنی کولورکتال انسانی سرطان

 از شده جدا هایکوپروتئینگلی از شده تخلیص های کربوهیدرات
گلیکولیپید جدا شده از  ،کیست هیداتید گوسفند مایع

گلیکولیپید جدا شده از  ،پروتواسکولکس کیست هیداتید گوسفند
لایه هیالن کیست هیداتید گاو، گلیکوپروتئین جدا شده از لایه هیالن 
کیست هیداتید گاو و گلیکوپروتئین جدا شده از پروتواسکولکس 

 هایسلول رشد بر را مهاری اثرات بیشترین داتید گاوکیست هی
LS174T  اثرات  غربالگری بیشتر،برای  .(0جدول )نشان دادند

بر رشد  ژنآنتیهای تخلیص شده از این پنج مهاری کربوهیدرات
گردید و  ارزیابی MTT روش مجدد با LS174T سرطانی هایسلول

طور انتخاب شده به ژنآنتیهای تخلیص شده از پنج کربوهیدرات
های کربوهیدراتگردید. ها داری منجر به مهار رشد سلولیمعن

کیست هیداتید  های جداشده از مایعتخلیص شده از گلیکوپروتئین
گلیکولیپید جدا شده از پروتواسکولکس کیست هیداتید  ،گوسفند
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الن کیست هیداتید گاو گوسفند و گلیکولیپید جدا شده از لایه هی
نشان  LS174T سرطانی هایمهاری را بر رشد سلول اتبیشترین اثر

 (.نمودار یک) ددادن
 

های ژنآنتی 25/0و  5/0های های تخليص شده با رقتکربوهيدرات مهاری : اثر 2 جدول

 (LS174T)های مختلف کيست هيداتيد بر رشد رده سلولی سرطان کولورکتال انسانی قسمت

 ساعت 24پس از 

 شده استخراج هایژنآنتی

 هیداتید کیست مختلف هایبخش از

 میانگین و انحراف معیار

 کشندگیدرصد 

 62/3رقت  2/3رقت 

 033 033 کنترل
 22/0±60/13 * 12/1±20/01 * (GPXCگاو ) پروتواسکولکس گلیکوپروتئین

 22/3±23/13 * 00/0±23/02 * (GPFSگوسفند ) مایع گلیکوپروتئین
 22/02±00/22 * 06/0±63/01 * (GLXSگوسفند ) پروتواسکولکس گلیکولیپید

 00/2±62/12 * 02/0±20/02 * (GPLCگاو ) هیالن لایه گلیکوپروتئین
 11/6±11/02 * 10/1±01/12 * (GLLCگاو ) هیالن لایه گلیکولیپید

 00/3±22/01 * 30/0±23/02 * (GPFCگاو ) مایع گلیکوپروتئین
 06/1±11/02 * 11/0±11/00 * (GLFCگاو ) مایع گلیکولیپید

 00/1±21/12 * 11/6±10/16 * (GLXCگلیکولیپید پروتواسکولکس گاو )
 02/2±20 * 12/2±20/02 * (GPLCگوسفند ) کیست هیالن لایه گلیکوپروتئین

 22/2±22/00 * 22/3±60/02 * (GPXSگوسفند ) پروتواسکولکس گلیکوپروتئین
 00/0±26/13 * 11/2±62/10 (GLLSگوسفند ) هیالن لایه گلیکولیپید

 22/2±10/10 * 21/01±61/20 * (GLFSگوسفند ) مایع گلیکولیپید

* 32/3P< در مقایسه با کنترل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 بحث

ها و شامل گلیکو پروتئین ژنآنتی، دوازده در مطالعه حاضر
گلیکولیپیدهای لایه هیالن، پروتواسکولکس و مایع کیست هیداتید 

ها در کبد گوسفند و گاو استخراج شد. بعد از تخلیص کربوهیدرات
سرطانی کولورکتال های ، سمیت آنها را بر سلولهاژنآنتیاز این 

(LS174T با استفاده از روش )MTT در  ادیم.مورد ارزیابی قرار د
های تخلیص شده از مرحله اول، نتایج نشان داد که کربوهیدرات

داری باعث مهار رشد یطور معنی جدا شده از کیست بههاژنآنتی
رسد که نظر می. بهاندههای سرطانی کولورکتال شدسلول

 مایع گلیکوپروتئین ژنآنتیای تخلیص شده از پنج هکربوهیدرات
 گلیکولیپید گاو، کیست هیالن لایه گلیکوپروتئین گوسفند، کیست

گاو و  گلیکوپروتئین پروتواسکولکس کیست گاو، کیست هیالن لایه
گوسفند بیشترین اثرات مهاری  کیست پروتواسکولکس گلیکولیپید

غربالگری بیشتر، اثرات ضدسرطانی  برایها داشتند. را بر رشد سلول
توسط  اًفوق را مجدد ژنآنتیهای تخلیص شده از پنج کربوهیدرات

های سرطانی کولورکتال مورد ارزیابی قرار بر سلول MTTتکنیک 
های تخلیص ها با کربوهیدراتتایج نشان داد که تیمار سلولیم. نداد

هیداتید  کیداتیکیست ه های جداشده از مایعشده از گلیکوپروتئین
گلیکولیپید پروتواسکولکس کیست هیداتید گوسفند و  ،گوسفند

گلیکولیپید لایه هیالن کیست هیداتید گاو بیشترین اثرات مهاری را 
 را به دنبال خواهد داشت. های سرطانیبر رشد سلول

دارای اثرات  وسزاکینوکوکوس گرانولوکیست هیداتید ناشی از 
مثال اثرات ضدسرطانی  عنوانهضد سرطانی است. ب

های فیبروسارکوما های کیست هیداتید بر سلولپروتواسکولکس
های کیست هیداتید پروتواسکولکس 18مورد مطالعه قرار گرفته است.

جلوگیری کرده و  BHKو  WEHI 160های سلولی از تکثیر رده
 یدر مطالعه دیگر 18نها شده است.باعث القای مرگ سلولی در آ

ی هاژنآنتیهای طحال موش با گزارش شد که انتقال غیرفعال سلول
های مبتلا به سرطان ملانوما، باعث کاهش کیست هیداتید به موش

پور ر مطالعه دانشد 9شده است.رشد تومور در مقایسه با گروه شاهد 
های مختلف مایع کیست هیداتید بر میزان ر فراکسیونو همکاران اث

انجام شد. آنها دریافتند که  پستان های سرطانیآپوپتوز سلول
کیلودالتونی و گلیکوپروتئینی مایع کیست باعث  78های فراکسیون

در  شود.های سرطانی میسلولدرصد  42 القای آپوپتوز در بیش از
مایع کیست هیداتید به ترتیب  ی گلیکولیپیدی وهاژنآنتیحالی که 

های سرطانی سلولدرصد  04درصد و  09 باعث القای آپوپتوز در
همچنین یوسفی دارانی و همکاران اثرات ضدسرطانی  19د.گردی

های مختلف کیست هیداتید بر ملانوما را مطالعه کردند. فراکسیون
ی مایع کیست، ژننتیآهای آنها نشان دادند که فراکسیون

های خام و دیواره سلولی به ترتیب موجب کاهش پروتواسکولکس
مترمربع در میلی 070و  691، 600اندازه تومورهای ملانوما به میزان 

اند که از طرفی محققین نشان داده 20خواهد شد. BALB/c دنژا موش
لولار کارسینوما نادر است و حضور همزمان کیست هیداتید و هپاتوس

رطانی بر این سممکن است اثرات ضد وسزاکینوکوکوس گرانولو
شواهد نشان داد که  نیا 01.داشته باشدهپاتوسلولار کارسینوما 

در برابر انواع  یممکن است اثر محافظت گرانولوزوس نوکوکوسیاک
 جادی( اIn vivo) یتن( و درونIn vitro) یتنبرون طیها در شراسرطان

اما تاکنون مطالعه جامعی در خصوص اثرات ضدسرطانی  ؛کند
های مختلف کیست هیداتید های جدا شده از قسمتکربوهیدرات

ی هاژنآنتیها از در مطالعه حاضر، کربوهیدرات و انجام نشده است
های مختلف کیست هیداتید تخلیص شدند و جدا شده از قسمت

 LS174Tاثرات ضدسرطانی آنها بر رده سلولی سرطان کولورکتال 
 ارزیابی شد.
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 یانتخاب ژنی( از پنج آنت25/0شده )رقت  صيتخل یهادراتيکربوه مهاری اثر: 1نمودار 

 ساعت 24پس از  LS174T یهابر سلول ديداتيه ستيمختلف ک یهاجداشده از قسمت

 .مجدد MTTدر مقايسه با کنترل طی 

* 05/0P<  ،# 01/0P<  ،& 001/0P< در مقايسه با کنترل 
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در مورد  یمحققان، اطلاعات کم اریبس یهاتلاش رغمیعل
وجود  گرانولوزوس نوکوکوسیاکاز  یناش یضدسرطان یهاسمیمکان

شده است شامل اثر  شنهادیکه پ یابالقوه یهاسمیدارد. مکان
 میمستقریانگل و اثر غ یهااز مولکول یناش میمستق یضدسرطان

 اثر است. زبانیم یمنیشدن پاسخ افعال قیاز طر یسرطان
 Kunitz type protease inhibitor EgKI-1 پروتئاز مانند یقو یهامهارکننده
شدت توسط انکوسفر بهو  میمستق طوربهالاستاز  لیو نوتروف

توانند از رشد یکه م شوندیم انیب گرانولوزوس نوکوکوسیاک
، میمستقریغ اثرات در 10.کنند یریجلوگ یسرطان انسان نیچند

های کیست هیداتید موجب فراخوانی سیستم ایمنی علیه سلول
 ژهیوهب یژنآنتی شباهتعنوان مثال، به شود.سرطانی می

o-یسرطان یهاسلول و انگل چند نیب نیموس نوع یهاکانیگل 
موجب  B ژنآنتیمایع کیست هیداتید و  00ت.اس شده مشخص

علاوه  10د.شومی CD1aو کاهش بیان ژن  CD86افزایش بیان ژن 
های منوسیت انسانی به براین، مایع کیست هیداتید روی تمایز سلول

و نشان داده شده که مایع کیست شته ها نقش داسلندریتیکد
کاهش را  CD1aو بیان داده  را افزایش CD14هیداتید بیان 

ی کیست هیداتید در تحریک سیستم ایمنی هاژنآنتیلذا  41د.دهمی
تواند از این طریق اثرات ضدسرطانی خود را میشته و سلولی نقش دا

بوده  9و8مطالعاتدیگر نتایج مطالعه حاضر در راستای  اعمال نماید.
ما فرض است. دهنده اثرات ضدسرطانی کیست هیداتید که نشان
خلیص شده از تهای اثرات ضدسرطانی کربوهیدراتکه کردیم 

ای مختلف کیست هها و گلیکولیپیدهای قسمتگلیکوپروتئین

هیداتید مرتبط با توقف سیکل سلولی و القای آپوپتوز در رده سلولی 
LS174T آتی این فرضیه نیاز به بررسی بیشتر در مطالعات و  باشد

های شود که اثرات ضدسرطانی کربوهیدراتپیشنهاد می دارد.
های تخلیص شده از کیست هیداتید بر سرطان کولورکتال در مدل

فراخوانی سیستم ایمنی علیه رفته و ارزیابی قرار گ حیوانی مورد
ارزیابی شود. همچنین  هااترکربوهیدتوسط  های سرطانیسلول

های زیرسلولی مرتبط با اثرات ضدسرطانی شود مکانیسمپیشنهاد می
ها در مطالعات آینده مورد بررسی قرار گیرد. این کربوهیدرات

های کیست یدراتهمچنین، ارزیابی اثرات ضدسرطانی کربوه
های انداز استفاده در کارآزماییهای حیوانی با چشمهیداتید در مدل

 شود.بالینی پیشنهاد می

 گیرینتیجه
های جدا شده از کربوهیدراتنتایج این مطالعه نشان داد که 

مایع پروتواسکولکس  و ها و گلیکولیپیدهای لایه هیالنگلیکوپروتئین
بر رده سلولی سرطان قابل توجهی هیداتید اثر ضدسرطانی  کیست

 دارند. LS174Tکولورکتال 

 تشکر و قدردانی
نامه خانم زهرا جعفری برای اخذ درجه این مقاله حاصل پایان

دکتری در رشته انگل شناسی از دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید 
دانشگاه معاونت محترم پژوهشی  از وسیلهبدین چمران اهواز بود.

 عملبه قدردانی و تشکر ،مالی خاطر حمایتبهشهید چمران اهواز 
 .ندارد وجود منافعی تضادبین نویسندگان . آیدمی
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