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 چكيده
كه  اينه نظر ب. مي باشدفراوان از فرآورده هاي طبيعي و گياهان دارويي در درمان سرطان مورد توجه  ه بهره بردنمروزا :فهدو مينه ز

رد مويي دو گياه داروسيتوتوكسيسيته سلولي ات ثراه ـن مطالعـييكي از سرطان هاي رو به رشد كارسينوماي كولون مي باشد در اامروزه 
  . ستاشده گرفته ار سي قرربر

فراكسيون هاي هگزاني، كلروفرمي و اتانولي دو گياه ديوسپيورس والاچيا و اواريا گرندي سيتوتوكسيسيته سلولي  اتثرا :روش كارمواد و 
يابي رد ارزمو MTT assayي روشگيرربا بهكاو ) ي كولونينوماـسركا( HTC-116نساني شامل ر اسلولي توموده از رده ستفاابا فلورا 

   .گرديد دهستفاا شناخته شده با اثر سيتوتوكسيسيتهكوئرستين از ماده فلاونوييدي مقايسه ل و رـت كنتـجهروش ن ـيدر ا. گرفتار قر
س جزء كلروفرمي پوست ساقه گياه اواريا گرندي فلورا و جزء كلروفرمي ميوه گياه ديوسپيروكه ن داد سي نشارين برانتايج  :يافتهها

ميكروگرم بر ميلي ليتر از خود  58/4و  GI50  85/3والاچيا بيشترين اثر مهاري را در ميان تمامي نمونه هاي تست شده به تريتب با 
  .  نشان دادند

نتايج به دست آمده نشان داد كه تركيبات با پلاريته متوسط همچون مشتقات نفتوكينوني در گياه ديوسپيوروس و  :نتيجه گيري
كه اين امر مطالعات بيشتري جهت جداسازي و  ،بر عهده دارنددر بروز اين اثرات فارماكولوژيك دي در گياه اوريا نقش عمده اي را فلاونوئي

   .ثره را مي طلبدوالص سازي تركيبات مخ
  MTT assayسيتوتوكسيك، اواريا گراندي فلورا، ديوسپيروس والاچيا، سرطان كولون،  :واژه هاي كليدي

  مقدمه
عت هزاران سال است كه به عنوان يك منبع براي طبي

همچنين به طور . تركيبات مؤثره درماني شناخته مي شود
قابل چشمگيري بسياري از داروهاي مدرن نيز از منابع 

طي قرن گذشته، اقلام پر فروش . طبيعي نشأت گرفته اند
براي مثال مي توان به . دارويي جهان از اين دسته بوده اند

، داروي Vinca roseaجدا شده از گياه   1ينوين كريست
در سال هاي اخير . اشاره نمود ضد سرطان شناخته شده،

علاقه قابل توجهي توسط بخش دانشگاهي به همراه صنعت 
از . دارويي به پتانسيل بالقوه اين منابع طبيعي شده است

نيز امروزه شت امينه بهدطرفي پس از سالها پيشرفت در ز
يافته درگير مبارزه و رويارويي با بيماري كشورهاي توسعه 

                                                            
1 - Vincristine 

 پژوهشي مقاله
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 1رگبزن روده سرطا ].1[مرگباري با نام سرطان مي باشند
در ) سرطاني(بدخيم ي لولهاـسدر آن، ست كه ري ابيما

دي در مل متعداعو. وندـتشكيل مي شرگ بزروده بافت 
، سندارد؛  خالت رگ دبزن روده ي سرطاش گسترد و يجاا

ن، كشيدر سيگااد،  رـفاگي ادانوـخابقه ـس، يياذـم غـيرژ
سرطان شيوع  ].2[ اقيـچو ل ـلكف امصر،كم تحركي

كولون، چهارمين عامل متداول در مرگ هاي ناشي از 
. سرطان، به طور فزآينده اي در جهان رو به رشد مي باشد

بنابراين، منطقي و اقتصادي به نظر مي رسد كه اقدامات 
تن درمان هاي نوين موثر و تحقيقات اساسي در جهت ياف

در  يبهبود هاي مختلف ].3[سرطان كولون بايد انجام شود
درمان هاي متداول سرطان توسط يافت شدن تركيبات 

فرآورده هاي طبيعي و گياهان دارويي گزارش شده  2ثانويه
به عنوان پايه و اساس سيستم  گياهان تقريباً ].4،5[است

دارد هاي طب سنتي كه هزاران سال است كه وجود 
شناخته مي شوند و هنوز نيز درمان هاي جديدي را براي 

قاره كهن آسيا داراي منابع بي ). 6(بشر فراهم مي سازند 
نج وسيعي از تركيبات فرآورده هاي طبيعي مي نهايتي با رِ

دو خانواده شناخته هستند  4و ابناسه 3آنوناسه ].9-7[باشد 
بيماري  كه در زمينه ي طب سنتي از آن ها جهت درمان

شواهد  ].12-10[هاي مختلف استفاده بسياري شده است 
بسياري وجود دارد كه اين خانواده ها داراي اثرات قوي و 

اهميت  ].14- 13[ قابل توجه سيتوتوكسيسيته مي باشند
و تركيبات  5خانواده آنوناسه به علت حضور فلاونوييد ها

وه بعلا ].10[مي باشد  6خارق العاده و جذاب آستوژنينز
بناسه نيز منجر به ظاهر در خانواده ا 7حضور نفتوكينون ها

شدن اثرات ضد سرطاني قابل توجهي گرديده است 
بنابراين هدف پژوهش فعلي، بررسي اثرات . ]15،16[

سيتوتوكسيسيته فراكسيون هاي مختلف اين دو گياه عليه 
با استفاده از  HTC-116رده سلولي كارسينوماي كولون 

   .مي باشد MTT assayروش 
  روش كار

                                                            
1 -Colon cancer 
2 - Secondary Metabolites 
3 -Annonaceae 
4 -Ebenaceae 
5 -Flavonoids 
6 - Acetogenins 
7 - Naphthoquinones 

گياهان اواريا گرندي  1389آذر ماه سال در : مواد گياهي
واقع در  8فلورا و ديوسپيروس والاچيا از جنگل منطقه پراك

گياهان توسط . در كشور مالزي جمع آوري شد 9ايپوه
  .سازمان تحقيقاتي جنگلداري مالزي شناسايي و تاييد گرديد

در دماي اتاق در سايه  گياه هر كدام از دو: تهيه عصاره ها
مواد گياهي  خردكنشك شدند و سپس توسط دستگاه خ

پودرهاي گياهي بدست . خشك شده خرد و پودر گرديدند
هگزان، (حلال هايي  با قطبيت در حال افزايش آمده توسط 

در طي دو هفته با روش خيساندن عصاره ) كلرفرم و اتانول
و  10ء چرخانلاخه درلاصـحفراكسيون هاي . گيري شدند

املاً غليظ ـتا كند يددتغليظ گر c 60°از پائينتر ي ماد
و شد  كـخش كاملاًدسيكاتور ر در مذكوره سپسعصا. شوند

ي مادر دو  دـمدر در آوـپرت وـبصب ياـسده از آتفاـساا ــب
°c20- يددگراري نگهد    .   

  HTC-116رده سلولي كارسينوماي كولون  :كشت سلولي
ه از شداري خريد( RPMI 1640محيط ر دو بار در هفته د

وي اـن گـجنيم رـس% 10وي اـح، )SIGMAركت ــش
و در (FBS)ه كشت داده شدند دــشل اـير فعـغ
 95درصد دي اكسيد كربن  و  5وي حا C 37˚رنكوباتوا

ر ساعت يك با 24هر .  نكوبه شدندادرصد اتمسفر هوا 
ت كشروز از  3-4از بعد .  ميگرفترت صو تعويض محيط

 و درسي ركم سلولي براترس معكوپ سكووير ميكرز درليه او
 ر دادهجديد عبوي فلاسكهادر ها لسلوز نيارت صو

اندن جا به جايي فنوتيپي، رده براي به حداقل رس .ميشدند
ماه در محيط كشت باقي مي مانند و سلول  4براي  سلولي

  . ]18[هاي پاساژ اوليه از مخزن نيتروژن مايع احيا گرديدند
ب نمك محلول در آ MTT: سنجش ميزان سميت سلولي

ز ناروژهيدي دنزيمهاآست كه تحت تاثير م اليوازوتتر
ثر شكستن حلقه ل در افعاري ميتوكند د دروـموج
 دنگ تبديل ميشوربنفش  لامحلوـنزان به فرمام ليوازوتتر

و ست ل امحلو ييدـسا محيطدر ين تركيب ا. )1شكل(
 شترينـبي nm 550-600ج وـمل طوآن در نگ ت رشد
ار رـقاز س ـپ. دـيباشـمي رـگيازهدـناقابل ده و بوار مقد

ي چاهكهااز هر يك ل در سلو 5×103 اددـتعدادن 
در ساعت  24ت به مد اـتهـپلي، ايخانه 96ي پليتها

فراكسيون نظر  ردوـمي غلظتها .شدنداري نگهدر نكوباتوا
                                                            

8-Perak 
10- Ipoh  
10 -Rotary evaporator 
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هاي  توده .درست قبل از سنجش آماده گرديد هاي مختلف
ساعت درمعرض بودن  72سلول زنده در زمان صفر و بعد از 

  فراكسيون هاي مختلف توسط نمك
-2,5-yl)-2-thiazolmethylDi-(4,5-3

tetrazolium bromidephenyldi  باواسطه كاهشي معين
  .شدند
پليتها و ضافه شد ا اـكهـچاههر يك از به  MTTل محلو
نكوبه ا سانتي گراد 37در دماي  ساعتر چهات به مد داًمجد

  ].MTT ]17ي كاهشواكنش جهت ايجاد  دندـش
تبديل ه و شدري ميتوكندب جذ MTTنگ ت رين مددر ا

  ين مرحله از اپس . ددنگ ميگرربنفش ي هالبه كريستا

  يافته ها
جهت سنجش سميت سلولي فراكسيون هاي مختلف اين 
گياهان دارويي كه در طب سنتي استفاده مي شود، 

ا رده سلولي كارسينوماي همراه ب MMT assayآزمون
نتايج سميت سلولي . انجام گرديد (HTC-116)كولون 

 فراكسيون هاي هگزاني، كلروفرمي و اتانولي گياهان اوريا
  نمايش 1گراندي فلورا و ديوسپيروس والاچيا در جدول 

 DMSO(د و ميشورج قت  خادبه  MTTوي محيط حا
(Dimethyl sulfoxide بافر  مهمي گردد و در اداضافه ا

 .وده مي شودفزاخانه ها از به هريك ) =pH 5/10(گلايسين 
ر د) Anthos Labtec(پليت ريدر ه ستگادنها با آ بجذ
از پس و شد ي گيرازهندانانومتر  نانومتر 555ج مول طو

غلظتي ( GI50و  دـيدسمگررمربوطه دار نمو، مقايسه با شاهد
به  سبتـنل را شد سلورصد در 50ئي كه داروهر مشتق از 

ن يوـگرسره ـلدق معاـطرياز ) دـهدكاهش ل كشت كنتر
ت بر غلظت مشتقاابرل در شد سلوي ري منحنيهاـغيرخط

  .نددـشار رـه تكـسه مرتبن موآزحل اتمامي مر. محاسبه شد
 SPSS 15ار فزم انرده از ستفاانتايج با : ريماي آهاروش

و ير مختلف دشتن مقاداتوجه به و با تحليل شد و تجزيه 
 آناليز واريانس يكطرفهري مان آمو، ازآزمختلفي هانامز
ري مان آموو از آزها دادهيانس آوردن وارستدبهاي بر
ت ختلافادن ايا نبودن بودار جهت تعيينمعني نيلكاكسوو
در   ≥05/0p تختلافادن ابودار سطح معني. يددگرده ستفاا

  .   نظر گرفته شد
  

ميت حداكثر فعاليت مهاري رشد و س. داده شده است
سلولي به فراكسيون كلروفرمي پوست ساقه اوريا گرندي 
فلورا و فراكسيون كلروفرمي ميوه ديوسپيروس والاچيا با 

GI50 85/3  ميكروگرم بر ميلي ليتر به ترتيب مي  58/4و
  نوري در برابر غلظنسبت دانسيته  3و2اشكال . باشد

  .فعال راكسيون ها هر يك از گياهان را نمايش مي دهند
  
  
  
  
  
  
  

  

 زانفرمابه  MTTشماي واكنش كاهشي  :1شكل
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  نوماي نمودار اثر فراكسيون هاي مختلف ميوه گياه ديوسپيروس والاچيا بر رده سلولي كارسي :3شكل
  نانومتر 550كولون در طول موج 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  گياهان مورد آزمايشمقادير مهاركنندگي رشد رده سلولي كارسينوماي كولون توسط فراكسيون هاي مختلف : 1جدول 
 GI50(µg/ml)  فراكسيون هاي گياه ديوسپيروس والاچيا GI50(µg/ml)  فراكسيون هاي گياه اواريا گراندي فلورا

  100<  ي برگـــفراكسيون هگزان  100<  فراكسيون هگزانـــي برگ
  5.80  برگ كلروفرميفراكسيون   100<  فراكسيون كلروفرمي برگ
  50.95  برگ اتانـــوليفراكسيون   100<  فراكسيون اتانـــولي برگ

 قابل اجراء نبود  پــوسته ساقه هگزانيفراكسيون   4.46  فراكسيون هگزاني پــوسته ساقه
  4.58  ي پوسته ساقهكلروفرمفراكسيون   3.85  فراكسيون كلروفرمي پوسته ساقه
  67.7  ته ساقهـــي پوساتانولفراكسيون   71.53  فراكسيون اتانولي پوســـته ساقه

  21.47  كوئرستين
  رشد كامل  استاندارد منفي

  

  اثر فراكسيون هاي مختلف پوست شاخه گياه اواريا گرندي فلورا بر رده سلولي  نمودار :2شكل
  نانومتر 550كارسينوماي كولون در طول موج 
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  بحث
ري از تحقيقات مربوط بسيان موضوع كه امروزه يبا توجه به ا

روي  تركيبات بر به فرآورده هاي طبيعي و گياهان دارويي 
در ما مطالعه ين در اما اميگيرند م نجاه اخالص شدموثره و 

هاي مختلف بهره  فاز اول تحقيقاتيمان، از فراكسيون
مختلف اد كه مجموعه موقابل ذكر مي باشد . جستيم
را دارا خالص تركيبات مقايسه با انند برترهايي را در ميتو
مقايسه با م در خات كه تركيبااي مطالعهاين امر در . ندباش

ي هالسلوگ رـــمي در بهترات ثره اخالص شدت تركيبا
يسم بين ژي سينرنوعه هندندكه نشان دادند، نشارا سرطاني 

در دنياي پزشكي . ]18[، به اثبات رسيده شده است نهاستآ
اي يي برن داروگياهاده از فرآورده هاي طبيعي و ستفاامروز ا

نساني ي اهاريبيمامديريت و درمان دامنه ي گسترده اي از 
ل رشد روز افزون حان در سرطااع بدخيمي ها و نواجمله از 

ده از ستفاو اماني درشعه ، احياجربديهي است كه . مي باشد
ه در شناخته شدي هاي ضد سرطان كه از روشهادارو
و زنده نسبي دي با بهبون مي باشند، اكثراً سرطان مادر

ضد ي هادارو. هستنداه همرران بيماماندن دوره چند ساله 
هستند كه با يتوتوكسيك مناسب و قابل قبول تركيباتي س

رت به صو، بيعيطي هالسلوعارضه جانبي روي كمترين 
در . ندببربين ري را از توموي سرطاني و هالنتخابي سلوا

فراكسيون كلروفرمي پوست شاخه  GI50مطالعه حاضر مقدار 
گياه اواريا گراندي فلورا نشان دهنده حضور تركيبات 

بر اساس روش . بسياري جذاب و جالبي در آن مي باشد
  ) خيساندن(عصاره گيري 

 يااوار هاين گونه گياهي وخانواد ط باو بررسي متون در ارتبا
 فلاونوييدياين موضوع قابل استنتاج مي باشد كه تركيبات 

به نظر مي رسد . مسئول اين اثر مي باشنداستوژنينزي و 
يافت مي شوند، انوناسه ، كه در گياهان خانواده استوژنينزها

فيتوكميكال هاي قدرتمندي مي باشند كه سابقه طولاني و 
بسياري از . گياهي بومي را دارا مي باشند غني در طب

 1940تركيبات و مواد شيميائي اين دسته گياهي از سال
استفاده هاي بسياري . مورد شناسايي و تحقيق قرار گرفتند

از اين دسته تركيب در طب طبيعي شده است و كه 
اولين مطالعات بين . تاييد شده است تحقيقات علمي آن

به تازگي تشخيص داده . بودند 1962و  1941سال هاي 
مهار كننده هاي فوق العاده استوژنينزها شده است كه 

در سيستم هاي انتقال الكترون در ميتوكندري  Iكمپلكس 
مطالعه ديگري . موجودات زنده از جمله تومورها مي باشند

موجود در گونه اواريا به طور  استوژنينزهانشان داد كه 
انتخابي اثر سايتوتوكسيك بر سلول هاي سرطان روده بزرگ 

يك ( 1آدريامايسينبار از قدرت  10،000دارد كه مقدار آن 
 GI50مقدار  ]19،10[بيشتر بود) داروي شيمي درماني

فراكسيون كلروفرمي ميوه و همچنين برگ ديوسپيورس 
كيبات نفتوكينون مي توانند والاچيا نشان از اين دارد كه تر

دليل حضور تفتوكينون ها نيز بر . مسئول اين امر باشند
اساس نحوه عصاره گيري و همچنين ضريب پخش مواد 

در بررسي متون . شيميايي در فاز آلي كلروفرمي مي باشد
 -Naphthoquinones 1,4هده مي گردد كه تركيبات مشا

اين تركيبات  .در گونه ديوسپيروس بسيار يافت مي شوند
داراي اثرات بسيار شناخته شده سيتوتوكسيك مي باشند 

]20[.  
  نتيجه گيري
ات سيتوتوكسيك ثرن از اين تحقيق نشااز انتايج حاصل 

هان اواريا گرندي فلورا و گيافراكسيون هاي مختلف 
-HTC(ن كولون سرطاي  بر سلولهاديوسپيروس والاچيا 

ين ره اعصاده از فاستابا اي كه چنين مطالعه دارد ) 116
يافته ها نشان ين ا. دنگرفته بورت صول تا به حاهان گيا

ان به عنو نندامي توهان ياين گاست كه موضوع اين دهنده ا
 ، پيشنهاد و راه حلئيه داروگيا منبع فرآورده طبيعي ويك 

ي از جلوگيردر حتي و موثر ن مار دربه منظوي لقابل تام
 In(داخل سلولي محيط  درسرطاني ي شد سلولهارپيشرفت 

vivo (براي نيل به اين اهداف . ندگيرار توجه قررد مو
سلولي مختلف مرتبط با ي هارده بر ت وسيعتري مطالعا
تا احتياج مي باشد  In vitroمحيط ن روده بزرگ در سرطا

 In vivoر به طود آن برركارد موي در بيشترن طميناابا 
رسي هاي د علاوه بر برمي شود پيشنها. دبحث كر

فيتوشيميايي و جداسازي و تعيين ساختار تركيبات موثره 
بر ي مختلف غلظتهااين دو گياه، تحقيقات بيشتري در مورد 

ده ستفارد امايشگاهي موت آزناامشخصي بر حيوي هارتومو
در صورت يافتن جوابي مناسب و قابل  بتوان بگيرند تاار قر

موثر و  پذيرفتهماني روش دريك رت به صوقبول آن را 
  . دكرده ستفاا

                                                            
1  - Adriamycin 
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  قدرداني تشكر و
وه تحقيقات بيوتكنولوژي و فارماكولوژي گراز سيله وبدين 

دانشگاه ناتينگهام انگلستان، سر كار خانم دكتر تريسي 

م تست هاي نجاري در اهمكااي بربرادشو و خانم جسيكا چو 
  . دني مي شورداقدو تشكر سيتوتوكسيك 
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Abstract 
Background & Objectives: Since the incidence rate of colon 
carcinoma is growing significantly and natural products and 
medicinal plants are widely used in cancer treatment, the 
cytotoxic effects of two unstudied medicinal plants have been 
studied. 
Material & Methods: Different concentration of the hexane, 
chloroform and ethanol fractions of Uvaria grandiflora Roxb. 
(leaves and stem barks) and Diospyros wallichii 
King&Gamble.(fruits and stem barks) were subjected to cytotoxic 
investigation against HTC-116 cell line by using MTT technique. 
In this study, quercetin was used as a positive control. 
Results: The chloroform fraction of Uvaria grandiflora Roxb. 
stem barks and the chloroform fraction of Diospyros wallichii 
King&Gamble. Fruits exhibit the highest growth inhibiting 
activities among all the tested samples with the GI50 value of 
3.85 µg/ml and 4.58 µg/ml, respectively.  
Conclusion: From the obtained results, it was concluded that 
the Naphthoquinones derivatives from Diospyros wallichii and 
Flavonoids from Uvaria grandiflora are responsible for 
pharmacological and biological activities. Therefore, more 
investigations and isolations are recommended. 
Keywords: cytotoxic, Uvaria grandiflora, Diospyros wallichii, 
colon carcinoma, MTT assay. 
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