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 چکیده
هاي بود. رده -480SW و -29HT هايهاي مشخص بر روي سلولدر غلظت (DDW) تهی شده از دوتریمهدف از این مطالعه بررسی اثر آب 

ساعت کشت داده شدند و سپس  72و  48، 24به مدت  DDW هاي مختلفحاوي غلظت RPMI در محیط -480SW و -29HT سلولی
م کاهش دوتریم و افزایش زمان تیمار را در أا نقش توهیافته تعیین شد.  MTTدرصد بقاي سلولی به روش سنجش سمیت سلولی مبتنی بر

ساعت تیمار  72 در طی -480SW و -29HT هاي سلولیترین میزان بقاي سلولی براي ردههاي سلولی به اثبات رساند. کممهار رشد این رده
اثرات جانبی آب تهی شده از دوتریم، دست آمد. جهت بررسی ه ب %37و  %23ترتیب با درصد بقاي سلولی  به ppm 30 با غلظت دوتریم

هاي سرطانی، نیز تحت تیمار با آب تهی شده از دوتریم قرار گرفتند. نتایج نشان داد که در شرایط یکسان با سلول 12C2C هاي طبیعیسلول
به دست  %50تر از سلولی بیش که بقاي سلولی در این ردههاي طبیعی دارد، به طوريتري در سلولآب تهی شده از دوتریم اثر مهار رشد کم

 .تواند رویکرد استراتژیک جدیدي را در پیشگیري و درمان سرطان روده بزرگ باز کندهاي ما نشان داد که آب تهی شده از دوتریم میآمد. داده
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Abstract  
This study aimed to investigate the effect of deuterium-depleted water (DDW) in specific concentrations 
on HT-29 and SW-480 cells. HT-29 and SW-480 cell lines were cultured in RPMI medium containing 
different concentrations of DDW for 24, 48, and 72 hours, and then the percentage of cell survival was 
determined by MTT-based cytotoxicity assay. The findings proved the role of reducing deuterium and 
increasing time treatment in inhibiting the growth of these cell lines. The lowest cell survival rates for 
HT-29 and SW-480 cell lines were obtained during 72 hours of treatment with 30 ppm deuterium 
concentration, with 23% and 37% cell survival percentages, respectively. To investigate the side effects 
of deuterium-depleted water, normal C2C12 cells were also treated with deuterium-depleted water. The 
results showed that under the same conditions as cancer cells, deuterium-depleted water has a lower 
growth inhibitory effect on normal cells, so cell survival in this cell line was more than 50%. Our data 
show that deuterium-depleted water could open up a new strategic approach to preventing and treating 
colorectal cancer. 
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 مقدمه. 1
سرطان روده بزرگ، سومین سرطان شایع و دومین سرطان 

شود. این بیماري که رشد کشنده در جهان محسوب می
هاي اپیتلیال در کولون، رکتوم و آپاندیس غیرطبیعی سلول

هاي مربوط به دستگاه میر در سرطاناست، علت اصلی مرگ و 
. رکتوم یا مرز بین رکتوم و کولون ]5-1[آید گوارش به شمار می

 ].6ترین محل براي بروز این نوع سرطان است [سیگموئید شایع
هاي علمی در درمان این بیماري، با توجه به رغم پیشرفتعلی

درصد بیماران در عرض  90پیش آگهی بسیار ضعیف آن تقریباً 
 ]. 9-7کنند [پنج سال پس از تشخیص فوت می

سرطان روده بزرگ هاي رایج مورد استفاده براي درمان
ممکن است شامل ترکیبی از جراحی، پرتودرمانی، شیمی 

در حال حاضر، البته  .]10درمانی و یا درمان هدفمند باشد [
ترین روش براي درمان این بیماري است، اما رادیوتراپی اصلی

ولانی تواند نرخ بقاي طاین استراتژي درمانی به تنهایی نمی
]. 12 ،11ثر براي بیماران تضمین کند [ؤمدت را به طور م

ها و ترکیبات ثر، مطالعه روشؤبنابراین، براي ایجاد یک درمان م
 رسد.دارویی جدید ضروري به نظر می

 شده از دوتریماخیراً پیشنهاد شده است که آب تهی 
(DDW)  ممکن است نقش بالقوه مفیدي در پیشگیري از

 در طبیعت، نسبت بین دوتریم و هیدروژن .سرطان داشته باشد
(D/H)  ًاختلاف جرم بین  است. 1:6600در آب معمولی تقریبا

هیدروژن و دوتریم منجر به تفاوت در رفتارهاي فیزیکی و 
 ]. 13شود [شیمیایی دو ایزوتوپ پایدار می

یا آب سبک داراي خواص و اثرات  آب تهی شده از دوتریم
بسیاري از جمله متابولیسم چربی و کربوهیدرات، بهبود وزن و از 

]. برخی از 14بین بردن سمیت در موجودات زنده است [
را به عنوان درمان کمکی  DDW استفاده ازثر ؤمطالعات نتایج م

اند. در یکی از و جایگزین طبیعی در درمان سرطان نشان داده
 DDW ، نقش1990اولین مطالعات در این زمینه، در اوایل دهه 

در شرایط  929L هاي سلولی فیبروبلاستدر کاهش رشد رده
هاي موش %59چنین توقف رشد تومور در آزمایشگاهی و هم

به  -231MDA-MBو  -7MCFهاي سرطانی ي با سلولپیوند
در مطالعه دیگري اثرات آب تهی شده از  ].15[ اثبات رسید

دوتریم بر بقاي بیماران مبتلا به سرطان ریه بررسی گردید و 
بقاي بیماران مبتلا به این سرطان را به   DDW مشخص شد که

دهد ذایی ضد سرطانی غیرسمی افزایش میعنوان یک مکمل غ

و همکاران در سال  Kovacsدر پژوهش انجام شده توسط ]. 16[
عمر بیماران مبتلا به سرطان مشخص شد که طول 2011

 به طور قابل توجهی افزایش  DDW با پروستات تیمار شده
ناشی از پروستات در این چنین مشکلات ادراري یابد و هممی

در پژوهشی  ].17[یابد طور چشمگیري کاهش میهبیماران ب
هاي بر روي رده DDWدیگر، اثر سینرژیک داروي پاکلیتاکسل و 

، -PC)3(، پروستات -MDA-MB)231( سلولی سرطان سینه
مورد بررسی قرار  )MG87U(و گلیوبلاستوما  -HCT)116(روده 

گرفت در این تحقیق مشخص گردید، کاهش غلظت دوتریم آب 
در محیط کشت سبب افزایش سمیت داروي پاکلیتاکسل بر 

  MG87U و -231MDA-MB- ،3PCهاي سلولی روي رده
دار نبود معنی -116HCT شود ولی این اثر در رده سلولیمی

و همکاران در سال  Wangدر بررسی صورت گرفته توسط  ].18[
مورد  MTTتوسط آزمون  NPCهاي ، مهار رشد سلول2013

بررسی قرار گرفت نتایج این مطالعه بیانگر مهار رشد سلولی در 
در متعاقباً  ].19دوتریم بود [ 100و  ppm 50 ،75هاي غلظت

دیگري ثابت شد استفاده از آب تهی شده از دوتریم با مطالعه 
سبب نکروز و کاهش اندازه  ppm 105تر از غلظت دوتریم کم

 ]. 20[ شودهاي پروستات، سینه و ریه میتومور در سرطان
براي  طبیعیه راه حلی یبنابراین، در این مطالعه و با هدف ارا

بر  DDW هاي سرطانی، به بررسی اثرجلوگیري از رشد سلول
 -480SW و -29HT روده بزرگ هاي سلولی سرطانروي رده

پرداختیم تا اثرات آزمایشگاهی کاهش مقدار دوتریم آب را در 
چنین به منظور هم هاي سلولی ارزیابی کنیم.رشد این رده
دارو و یا مکمل  به عنوان یک DDW کارگیريه ارزیابی امکان ب

نیز  12C2Cهاي نرمال ضدسرطانی اثر آن را بر روي سلول
 بررسی کردیم.

 
 ها. مواد و روش2
 تهیه مواد   2.1

1640 RPMI ازGibco، سرم جنین گاوي(FBS) ،  دي متیل
از   EDTA)-(Trypsin%25/0، محلول   (DMSO)سولفوکسید

، ppm 30هاي (آب تهی شده از دوتریم با غلظت ،سیگما آلدریچ
 ) از شرکت مصباح انرژي 150و  125، 100، 75، 50

 هاي سلولی سرطان کولورکتال انسانیایران) و رده -(تهران
29HT- 480 وSW- 12چنین رده سلولی و همC2C  از

 .انستیتو پاستور ایران تهیه گردید
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 تهیه محیط کشت 2.2

آنتی  %1و سرم جنین گاوي  %20با  RPMIمحیط کشت 
طور کامل با آب مقطر به حجم رسید و بهبیوتیک جنتامایسین 

تنظیم و با فیلتر  4/7محلول حاصل برابر با  pHحل شد. سپس 
داري در شرایط استریل در ظرف مخصوص نگه 22/0استریل 

داري شد. محیط نگه C4˚محیط کشت فیلتر شد و در دماي 
دوتریم نیز بر اساس هاي مختلف آب تهی شده از کشت با غلظت

روش ذکر شده تهیه شد، با این تفاوت که به جاي استفاده از 
هاي آب تهی شده از دوتریم با غلظت آب مقطر استریل، از

)ppm 30 ،50 ،75 ،100 ،125 استفاده گردید.150و ( 
 

 کشت سلول  2.3
 -480SWو  -29HT هاي سلولی سرطان کولورکتال انسانیرده

  RPMIدر محیط کشت 12C2C سلولی نرمالچنین رده و هم
در  %90و رطوبت  2CO 5%گراد، درجه سانتی 37در دماي 

 %80کشت داده شد. پس از رشد  25T هاي کشت بافتفلاسک
براي  EDTA -Trypsinمحلول cc  5/0ها در فلاسک، ازسلول

ها از فلاسک استفاده شد. سپس روش سمیت جداسازي سلول
 انجام شد. MTT سلولی

 

 MTT سنجش سمیت سلولی مبتنی بر 2.4
کوتاه مدت انجام شد. در  با روش MTT سمیت سلولی

 96ها به صفحات میکروتیتر گیري کوتاه مدت، سلولاندازه
  RPMI سلول در هر چاهک در محیط 5000چاهک با تراکم 

 37ها در دماي سلول .میکرولیتري منتقل شدند 100 به مقدار
پس از  .انکوبه شدند %90و رطوبت  2CO 5%گراد، درجه سانتی

روز و ورود به فاز رشد  1ها به مدت انکوبه شدن سلول
هاي کنترل (حاوي محیط کشت همراه با جز چاهکهلگاریتمی، ب

 ها به ترتیب با محیط کشتآب مقطر) سایر چاهک
1640RPMI هاي مختلفحاوي غلظتDDW  و  تعویض شدند

بر درصد بقاي سلول بر اساس  ثیر کاهش دوتریمأارزیابی ت
ساعت آغاز شد. در مرحله بعد،  72و  48، 24 مطالعات زمانی

به هر چاهک اضافه گردید و  mg/ml 5 غلظتبا  MTT  محلول
پس از آن، محیط . ساعت انکوبه شدند 3ها به مدت سپس پلیت

جا مانده در دي هها تخلیه گردید و رسوب فورمازان بچاهک
حل شد و در نهایت جذب در  (DMSO) متیل سولفوکسید

قرائت  نانومتر با استفاده از میکروپلیت خوان (الایزاریدر) 570
) تعیین 1ها بر اساس رابطه (شد و درصد زنده ماندن سلول

 گردید.

     

 ها. یافته3
ساعت پس از تیمار  29HT- ،24 هايدرصد زنده ماندن سلول

بیانگر افزایش  MTTبه روش  DDW هاي مختلفبا غلظت
باشد البته در مرگ سلول در اثر کاهش غلظت دوتریم آب می

تري توقف رشد سلولی به مقدار کم ppm 100هاي بالاي غلظت
تر از آن و کم ppm 75صورت پذیرفته است ولی از غلظت 

اي دهد به گونهتري را نشان میبیشدرصد بقاي سلولی کاهش 
 %57با  ppm 30 ترین درصد بقاي سلولی را در غلظتکه کم

تر درصد بقاي ساعته، کاهش بیش 48شاهد هستیم. در بررسی 
توان مشاهده کرد و هاي دوتریم میسلولی را در تمامی غلظت

ساعته در  24ترین درصد مرگ سلولی به نسبت تیمار بیش
نیز از ساعت،  72مطالعه رخ داده است.  ppm30  غلظت دوتریم

ترین درصد کند و کمهمان الگوي مطالعات قبلی تبعیت می
  بقاي سلولی را در این زمان بررسی و در غلظت دوتریم

ppm 30  درصد بقاي رده  1. جدول توان مشاهد کردمی %23با
هاي مختلف تیمار با ها و زمانرا در غلظت -29HT سلولی

DDW 29دهد. در مقایسه مطالعات سلولی نشان میHT-  در
م أ، نقش توDDW هاي متفاوتهاي مختلف و غلظتزمان

افزایش زمان تیمار و کاهش غلظت دوتریم درکاهش بقاي این 
 ).1رده سلولی به وضوح قابل اثبات است (شکل 

 
هاي مختلف ها و زماندر غلظت -29HTدرصد بقاي رده سلولی  .1جدول 
 DDWتیمار با 

 غلظت دوتریم 
 150 125 100 75 50 30 زمان تیمار

24 57 58 58 61 62 61 
48 26 40 43 45 50 51 
72 23 25 28 28 30 36 

 

 
 

، -29HTهاي مختلف دوتریم بر میزان بقاي رده سلولی تأثیر غلظت. 1شکل 
 در هر سه زمان تیمار.

 ذب گروه نمونهج
 جذب گروه کنترل

 )1( ×100 = (%) بقاي سلولی
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 سلولی، رده سلولیساعت درصد بقاي  24در مطالعات 
480SW- ها را در غلظتترین درصد زنده ماندن سلولکم 

چنین این توان مشاهده کرد و هممی %58با  ppm 30دوتریم 
 هاي موضوع شایان ذکر است که تفاوت چندانی در غلظت

ppm 50 ،75  شود. بررسی درصد بقاي مشاهده نمی 100و
ساعت را  24یط تیمار ساعت نیز تداوم شرا 48سلولی در زمان 

 ها نشان همراه با کاهش تدریجی درصد بقا در تمامی غلظت
ترین مقدار مهار رشد سلولی ساعت بیش 72دهد. در تیمار می

هاي مورد بررسی شاهد هستیم که در را در بین تمامی زمان
چنان تفاوت رخ داده است البته هم ppm 30غلظت دوتریم 

 تر از هاي کمسلولی در غلظتچندانی در ممانعت از رشد 
ppm 100 درصد بقاي رده سلولی 2جدول شود. مشاهده نمی 
480SW- هاي مختلف تیمار با ها و زمانرا در غلظتDDW 

 هايدهد. در بررسی هر سه زمان تیمار سلولنشان می
480SW- تر از افزایش زمان و کاهش غلظت دوتریم به کم
ppm 100 بهترین شرایط ممانعت از رشد توان به عنوان را می

 ).2 در این رده سلولی در نظر گرفت (شکل
 

هاي مختلف ها و زماندر غلظت -480SWدرصد بقاي رده سلولی  .2جدول 
 DDWتیمار با 

 غلظت دوتریم 
 150 125 100 75 50 30 زمان تیمار

24 58 65 66 69 71 75 
48 38 38 38 39 43 46 
72 37 41 40 41 53 53 

 

 
 

هاي مختلف دوتریم بر میزان بقاي رده سلولی تأثیر غلظت .2شکل 
480SW-در هر سه زمان تیمار ،. 

 

ساعت پس از  12C2C ،24هاي درصد زنده ماندن سلول
ترین درصد بالاترین و کم DDWمختلف  هايتیمار با غلظت

دهد نشان می 30 و 100 هايبقاي سلولی را به ترتیب در غلظت
 ppm 100به  ppm 150 کند کاهش غلظت ازو مشخص می

تر دهد ولی با کاهش بیشدرصد بقاي سلولی را افزایش می
یابد ها نیز کاهش میغلظت دوتریم درصد زنده ماندن سلول

هاي سرطانی البته این مقدار به اندازه کاهش درصد بقاي سلول
 نیست.

ساعته افزایش درصد مرگ سلولی را در  48در بررسی 
توان مشاهده کرد ولی تغییر می ppm 150وتریم غلظت د

چنان ها وجود ندارد و همچندانی در درصد بقاي سایر غلظت
 ها در غلظت دوتریم ترین درصد زنده ماندن سلولبیش
ppm 100 ساعت، کاهش  72یت است. مطالعات ؤقابل ر

سازد. ها با نسبتی یکسان نمایان میتدریجی را در تمامی غلظت
ها و را در غلظت 12C2C درصد بقاي رده سلولی 3جدول 

دهد. در مقایسه هر نشان می DDWهاي مختلف تیمار با زمان
ترین درصد بقاي سلولی سه زمان بررسی این رده سلولی بیش

بقا مشاهده  %81، با 100ساعت و غلظت دوتریم  48در تیمار 
 ).3شود (شکل می

 
هاي مختلف ها و زماندر غلظت 12C2Cدرصد بقاي رده سلولی  .3جدول 
 DDWتیمار با 

 غلظت دوتریم 
 150 125 100 75 50 30 زمان تیمار

24 68 78 77 79 79 77 
48 68 72 72 81 72 61 
72 51 56 53 73 66 53 

 

 
 

 هاي مختلف دوتریم بر میزان بقاي رده سلولیتأثیر غلظت. 3شکل 
12C2C.در هر سه زمان تیمار ، 
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 گیرينتیجه. بحث و 4
در چند دهه اخیر مطالعات پیرامون ترکیبات جدید سرطانی 

 ها گسترش یافته است و آب تهی شده از دوتریم یکی از آن
هاي را بر مهار رشد رده DDW لعات مشابهی اثرباشد. مطامی

 اند مورد بررسی قرار داده MTTسلولی سرطانی به روش 
دست آمده در این پژوهش به لحاظ اثر ه ]. نتایج ب15-20[

هاي ش مقدار دوتریم آب در مهار رشد سلولبخشی کاه
و در  ]Soleyman-Jahi ]18 هايسرطانی، برخلاف یافته

به تنهایی اثر  DDWنشان داد که  Wangهاي مطابقت با یافته
 مهار رشد سلولی دارد و اثر بخشی آن وابسته به زمان است

 در  DDWسرطانی ]. مکانیسمی که براي اثر ضد19[
 دهد تغییرات نسبته گردیده نشان مییهاي پیشین اراپژوهش

D/H پ، بر سرعت به دلیل تفاوت جرمی میان این دو ایزوتو
ها در محیطی با رشد سلولی اثرگذار است و هنگامی که سلول

شوند، به دلیل افزایش زمان مورد غلظت دوتریم پایین کشت می
مناسب دوتریم به هیدروژن، از تکثیر  نیاز براي رسیدن به نسبت

 .شودجلوگیري می
کاهش مقدار دوتریم آب و افزایش نتایج ما نشان داد که 

هاي سرطانی را در شرایط تکثیر سلولثري ؤطور مه ب زمان تیمار
ترین میزان بقاي که کمطوريه کند، بآزمایشگاهی مهار می

 72در طی  -480SW و -29HT هاي سلولیسلولی براي رده
دست آمد. این در ه ب ppm 30 ساعت تیمار با غلظت دوتریم

تري ثیر کمأهاي طبیعی تسلول مهار رشدحالی است که در 
رسد که تقسیم سلولی به طور به نظر میاینو شاهده گردید م

تغییرات درون سلولی غلظت دوتریم حساس است و غلظت 
 طبیعی دوتریم براي شروع تقسیم سلولی ضروري است. 

تري از دوتریم، در نتیجه مصرف مقدار بیش سرطانیهاي سلول
هاي طبیعی دارند و در تري نسبت به سلولسرعت رشد بیش

 شود.ها مییجه کاهش مقدار دوتریم سبب توقف در تکثیر آننت
در  DDW کارگیريه به طور خلاصه، مطالعات ما اثرات ب

دهد و را نشان می-SW 480و -HT 29 هايمهار رشد سلول
 .تواند به عنوان مکمل ضدسرطان پیشنهاد شودمی
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