
1414

د‌وره ششم، شماره چهارم، پاييز 1397

Inves tigation of Cytotoxic and Apoptogenic Effects of Terminalia Chebula Hydro-Alcoholic Extract 
on Glioblas toma Cell Line

Amir Reza Afshari1, Mos tafa Karimi Roshan2, Mohammad Soukhtanloo2, Vahid Reza Askari1, Hamid Mollazadeh3, 
Mohammad Jalili Nik2, Amir Ali Jahani Yazdi2, Fatemeh Aria Kia4, Seyed Hadi Mousavi1, 4*

1Pharmacological Research Center of Medicinal Plants, Faculty of Medicine, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran
2Department of Medical Biochemis try, Faculty of Medicine, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran

3Natural Products and Medicinal Plants Research Center, Faculty of Medicine, North Khorasan University of Medical Sciences, Bojnurd, 
Iran

4Medical Toxicology Research Center, Faculty of Medicine, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran

ABSTRACT

*Corresponding Author: Seyed Hadi Mousavi

  E-mail: Mousavih@mums.ac.ir

Key words:

1. Neoplasms
2. Brain Neoplasms 
3. Glioblas toma
4. Apoptosis

Introduction: Glioblas toma multiforme is the mos t prevalent group of primary brain 

tumors. Terminalia chebula has traditionally been used for its anti-cancer, laxative, 

diuretic, and anti-oxidant properties. The aim of this s tudy was to inves tigate the effects 

of alcoholic extract of Terminalia Chebula (TCAE) on the glioblas toma multiforme (U87) 

cell line. Materials and Methods: Cellular cytotoxicity was measured by MTT assay 

and intracellular active oxygen species were measured using DCFDA (2 ‘and 7’-dichloro 

fluorescein diacetate) assay kit. In addition, apoptotic cells were detected with an Annexin 

V-FITC early apoptosis s taining. Results: TCAE reduced the proliferation of U87 cells 

in a concentration- dependent manner. IC50 was 145.3 and 192.3 μg/mL after 24 and 48 

hours, respectively. Activated reactive species decreased significantly at 2 and 6 hours after 

treatment compared to the control group. Furthermore, induction of apoptosis occurred in 

the firs  t 24 hours. Conclusion: TCAE caused the des truction of cancer cells enhance the 

free radical species of oxygen and induce apoptosis on glioblas toma cell line. It seems that 

TCAE has the potential to use as an adjuvant drug for treatment of glioblas toma.
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چــــــــكيد‌‌ه

كليد‌‌ واژه‌ها:
1. نئوپلاسم‌ها 

2. نئوپلاسم‌های مغزی 
3. گلیوبلاستوما

4. آپوپتوز

طور  به  كابلي  هليلة  است.  اوليه  مغزي  تومورهاي  از  گروه  شايع‌ترين  مولتی‌فرم  گلیوبلاستوما  مقدمه: 
سنتي براي خواص ضد سرطاني، ملين، ديورتكي و آنتي اكسيداني استفاده شده است. هدف از اين مطالعه 
بررسي اثرات عصارة الكلي هليلة كابلي بر روي ردة سلولي گلیوبلاستوما مولتی‌فرم بود. مواد و روش‌ها: 
از رنگ 2' و  با استفاده  سمّيت سلولي به روش زنده‌ماني سلولي و گونه‌های فعال اکسیژن درون سلولی 
7'- دی کلرو فلورسئین دی استات اندازه‌گيري شد. به علاوه سلول‌هاي آپوپتوزي با رنگ‌آميزي آپوپتوز 
اولية Annexin V-FITC تشخيص داده شدند. يافته‌ها: عصارة الكلي هليلة كابلي زنده‌ماني سلول‌هاي 
گليوبلاستوما مولتي‌فرم را به صورت وابسته به غلظت كاهش داد. كمترين غلظت مهاري به ترتيب 145/3 
و 192/3 میکروگرم بر میلی‌لیتر براي 24 و 48 ساعت بود. گونه‌هاي فعال اكسيژني در 2 و 6 ساعت پس 
از درمان در مقايسه با گروه كنترل كاهش معني‌داري داشت. همچنين القاي آپوپتوز در 24 ساعت اول رخ 
داد. نتيجه‌گيري: عصارة الكلي هليلة كابلي با افزايش گونه‌هاي رادكيال آزاد اكسيژن باعث از بين رفتن 
سلول‌هاي سرطاني و القاي آپوپتوز در ردة سلول گليوبلاستوما مي‌شود. به نظر مي‌رسد كه عصارة الكلي 

هليلة كابلي داراي پتانسيل استفاده به‌عنوان داروي كمكي براي درمان گليوبلاستوما است.
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و ضــد دیابتــی )16( و درمانــی جهــت آلزایمــر )17( و مالتیپــل 
اســکلروز )18( از ایــن گیــاه گزارش شــده اســت. عصــارة متانولی 
ــا  ــید 1،2،3،4،6 پنت ــک اس ــات آن گالی ــی و ترکیب ــة کابل هلیل
اُ–گالوئیل–بتا-دی-گلوکوپیرانــوز، اســیدکبولاژیک و کبولینیــک 
اســید، سایتوتوکسیســیتة متوســطی بــر علیــة ســلول‌های 
 ، SK-MEL-2، SK-OV-3، A-549 تومــوری انســان از جملــه
XF-389 و HCT-15 را نشــان داده اســت )19 ،15(. گالیــک 
 Terminalia اســید، اســتیل گالات و لوتئولین اســتخراج شــده از
arjuna، به‌عنــوان مهــار کننــدة رشــد برخــی ســلول‌های 
تومــوری معرفــی شــده اســت )20(. لوتئولیــن، به‌عنــوان یــک 
فــاوون موجــود در هلیلــه، اثــرات مهــاری بــر رشــد ســلول‌های 
ســرطانی ســینه MCF-7 نشــان داده اســت )21(. عصــارة هلیلــة 
ــر برخــی رده‌هــای ســلولی شــامل ســلول‌های  ــا اثــر ب کابلــی ب
انســانی MCF-7 و موشــی S115، انســانی HOS-1 و ردة ســلولی 
ــداری و  ــش پای ــث کاه ــانی PC-3 باع ــتات انس ــرطانی پروس س

مهــار تکثیــر ســلول‌ها و القــای آپوپتــوز شــده اســت )15(.
تاکنــون اثــرات بیولوژیکــی هلیلــة کابلــی بــه طــور اختصاصــی 
بــر روی گلیومــا مــورد بررســی قــرار نگرفتــه اســت. از آنجــا که 
مهــار مســیرهای مولکولــی در تنظیــم پرولیفراســیون ســلولی 
یــک راهبــرد مهــم در توســعة داروهــای ضــد ســرطان اســت، 
بــرای اولیــن بــار در مطالعــة حاضــر اثــرات محافظتــی عصــارة 
هیدروالکلــی هلیلــة کابلــی بــر روی ردة ســلولی گلیوبلاســتوم 
ارزیابــی  و  ســلولی  ســمّیت  بــر  تمرکــز  بــا  مولتی‌فــرم 
ــیداتیو و  ــترس اکس ــاخصی از اس ــوان ش ــر 7ROS به‌عن پارامت
رنگ‌آمیــزی پروپیدیــوم یدیــد8 جهــت بررســی آپوپتــوز مــورد 

بررســی قــرار گرفــت.

مواد و روش‌ها

مواد شیمیایی و معرف‌ها
ــتات  ــئین دی اس ــرو فلورس ــنت 2' و 7'- دی کل ــت فلورس کی
 DCFDA Cellular ROS Detection Assay Kit,( 9)DCFDA(
 Annexin( کیــت پروپیدیــوم یدیــد ،)#ab113851, Abcam
 V-FITC Early Apoptosis Detection Kit, #6592, Cell
اســت.  شــده  خریــداری   10)MTT( رنــگ  و   )Signaling
11 و 

 DMEM و Sigma Aldrich همچنیــن تریپســین از شــرکت
12FBS از Gibco تهیــه گردیــد.

کشت سلول
ســلول‌های مــورد اســتفاده در ایــن تحقیــق ســلول‌های 
انســانی گلیوبلاســتوما مولتی‌فــرم می‌باشــد کــه از بانــک 
ــه شــده اســت.  ــران( تهی ســلول انســتیتو پاســتور )تهــران، ای
ــت  ــانتی‌گراد و رطوب ــای 37 درجــة س ســلول‌های U87 در دم
90% و CO2 %5 نگهــداری شــده و در محیــط DMEM حــاوی   

مقدمه
گــروه  شــايع‌ترين   ،1)GBM( مولتی‌فــرم  گلیوبلاســتوما 
از تومورهــاي مغــزي اوليــه بــوده و گليوماهــاي بدخيــم، 
کشــنده‌ترين نــوع تومورهــاي مغــز بزرگســالان محســوب 
مي‌شــوند. گليوبلاســتوما بيــش از50 درصــد تمــام انــواع 
ــی  ــیوع کل ــت. ش ــاص داده اس ــود اختص ــه خ ــا را ب گليوماه
تومــور 2-3 نفــر در صــد هــزار نفــر و 20 درصــد کل تومورهای 
ــالای  ــردان ب ــد و در م ــکیل می‌ده ــه‌ای را تش ــل جمجم داخ
شــصت ســال شــایع‌تر اســت )1(. در مطالعــات ســلولی، 
بــه شــکل   2)U 87( مولتی‌فــرم ســلول‌های گلیوبلاســتوم 
ــاوت هســتند و پرولیفراســیون  ــدازة بســیار متف ســتاره‌ای و ان
عروقــی و میــزان بــروز نكــروز بالایــی داشــته و دســت انــدازی 
ــش  ــز افزای ــف مغ ــی مختل ــه نواح ــورال را ب ــلول‌های توم س
ــا  ــف ب ــی ضعی ــش آگه ــور، دارای پی ــوع توم ــن ن ــد. ای می‌ده
ویژگی‌هــای بالینــی مختلــف ماننــد نقــص شــناختی، تغییــرات 
شــخصیتی، ســردرد، از دســت دادن حــس )پارســتزیا( و عــدم 
ــا  ــش م ــش دان ــم افزاي ــن می‌باشــد. علی‌رغ ــادل در راه رفت تع
در فهــم پاتوفيزيولــوژي گليوبلاســتوما و پيشــرفت‌هاي بــه 
ــوع ســرطان  ــن ن دســت آمــده در زمينــة درمــان بيمــاري، اي
ــه  ــرا ک ــود، چ ــه مي‌ش ــر در نظــر گرفت ــاج ناپذي ــان ع همچن
ــا  ــج شــامل خــارج کــردن تومــور ب ــا وجــود درمان‌هــاي راي ب
عمــل جراحــي و بــه دنبــال آن پرتــو درمانــي بــه اضافــة تيمــار 
ــولاً در  ــا معم ــراد مبت ــد )TMZ(3، اف ــا تموزولومای ــي ب داروي
ــی از  ــد )2(. یک ــوت مي‌کنن ــاه ف ــا 15 م ــي 12 ت ــازة زمان ب
درمان‌هــای گلیومــا ایجــاد ســمّیت ســلولی و همچنیــن القــای 
ــرطانی را  ــلول‌های س ــر س ــد تکثی ــا رون ــد ت ــوز می‌باش آپوپت
ــا  ــي ي ــاي درمان ــه روش‌ه ــاز ب ــن رو ني ــد )3(. از اي ــار نمای مه

ــد )4(. ــر مي‌رس ــه نظ ــروري ب ــاً ض ــد کام ــاي جدي داروه
ــوان  ــان، به‌عن ــده از گیاه ــت آم ــه دس ــی ب ــای طبیع فراورده‌ه
منابــع ارزشــمند مــواد اولیــة دارویــی مدرن محســوب می‌شــوند. 
ــه  از فراورده‌هــای طبیعــی مشــتق شــده از گیاهــان می‌تــوان ب
ترکیبــات پاکلیتاکســل، کامپتوتســین، اتوپوزیــد، وین بلاســتین 
و ویــن کریســتین4 کــه همگــی بــرای درمــان انواعــی از ســرطان 
ــاه  ــک گی ــی5 ی ــة کابل ــرد )8-5(. هلیل ــام ب ــده‌اند، ن ــد ش تأیی
بومــی در هنــد و جنــوب شــرقی آســیا اســت و بــه طــور ســنتی 
ــان  ــن، دیورتیــک و درم دارای کاربردهــای ضــد ســرطانی، ملی
ــة کابلــی در  ــوده اســت )9(. هلیل کننــدة بیماری‌هــای قلبــی ب
شــرایط بــرون تــن6 فعالیــت آنتــی اکســیدان داشــته و از بیــن 
ــات  ــت )10(. در مطالع ــده اس ــی ش ــکال آزاد معرف ــدة رادی برن
ــواص  ــي آن داراي خ ــارة آب ــه عص ــت ک ــده اس ــان داده ش نش
خنثــی کننــدة راديــکال آزاد )9( و محافــظ در برابــر راديواکتيــو 
اســت )11(. خاصیت‌هــای ضــد میکروبــی، ضــد ویروســی )13 
،12(، ضــد قــارچ )14( ضــد ســرطانی )15(، آنتــی آنافیلاکســی 

1 Glioblas toma multiforme
2 U87 cell line
3 Temozolomide
4 Paclitaxel, Camptothecin, Etoposide, Vinblas tine, Vincris tine
5 Terminalia chebul
6 In vitro

7 Reactive oxygen species
8 Propidium Iodid
9 2 ‘, 7’-dichloro fluorescein diacetate
10 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 5- diphenyl tetrazolium 
bromide
11 Dulbecco’s modified eagles medium
12 Fetal bovine serum
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ــر چاهــک کشــت  طــور خلاصــه، حــدود 7000 ســلول در ه
شــده و اجــازه داده می‌شــود ســلول‌ها بــه کــف پلیــت 
ــده و  ــاب ش ــش انتخ ــرل و آزمای ــای کنت ــبند. چاهک‌ه بچس
غلظت‌هــای مختلــف از عصــارة هلیلــة کابلــی را بــه چاهک‌هــا 
ــدت 24 و 48  ــه م ــه را ب ــت 96 خان ــم و پلی ــه می‌کنی اضاف
ــیون  ــان انکوباس ــام زم ــس از اتم ــم. پ ــه می‌کنی ــاعت انکوب س
ــك 100  ــر چاه ــه ه ــه ب ــي را دور ريخت ــت روئ ــط كش محي
مكيروليتــر محيــط كشــت حــاوي 5 ميلي‌گــرم در ميلي‌ليتــر 
از محلــول MTT )حــل شــده در بافــر فســفات یــا آب مقطــر( 
 CO2 اضافــه نمــوده و بــه مــدت 2 تــا 4 ســاعت در انكوباتــور
ــان  ــی زم ــم. در ط ــرار می‌دهی ــانتي‌گراد ق ــة س در 37 درج
انکوباســیون، MTT توســط سيســتم سوكســينات دهیدروژنــاز 
ــدري اســت  ــاي چرخــة تنفســي ميتوكن ــي از آنزيم‌ه ــه كي ك
ــه موجــب  ــن حلق ــا و شکســته شــدن ای ــود. احی ــا می‌ش احی
ــه در  ــازان می‌شــود ک ــگ فورم ــی رن ــد کریســتال‌های آب تولی
زیــر میکروســکوپ بــه راحتــی قابــل تشــخیص هســتند. ميزان 
رنــگ توليــد شــده بــا تعــداد ســلول‌هايي كــه از نظــر متابولكي 
فعــال هســتند رابطــة مســتقيم دارد. کریســتال‌های فورمــازان 
در آب غيرمحلــول بــوده و بايســتي قبــل از رنگ‌ســنجی 
ــه  ــر( ب ــر DMSO )100 مكيروليت ــي نظي ــادة حلال ــط م توس
مــدت 2 ســاعت بــه حالــت محلــول درآينــد. در نهایــت جــذب 
نــوری محلــول بــه دســت آمــده را در طــول مــوج 570 نانومتــر 
قرائــت کــرده و بــه کمــک منحنــی اســتاندارد تعــداد ســلول‌ها 

ــم. ــبه می‌کنی را محاس
بررسی میزان آپوپتوز

 Annexin V-FITC بررســی آپوپتــوز بــا اســتفاده از کیــت
  Cell Signalingشــرکت  Early Apoptosis Detection Kit
ــه صــورت خلاصــه، 700000  ــت. ب ــرار گرف ــورد بررســی ق م
ــچ  ــت. هی ــرار گرف ــه ق ــت 6 خان ــک پلی ــر چاه ــلول در ه س
نگرفــت و حجــم  نمونــه کنتــرل صــورت  تیمــاری روی 
برابــری از محیــط کشــت دریافــت کــرد. تیمارهــا بــه صــورت 
ــورد نظــر  ــان م ــد از طــی زم ــار تکــرار انجــام شــد. بع ســه ب
ــت و  ــط کش ــیلة محی ــه وس ــلول‌ها ب ــاعت(، س ــار )24س تیم
ــلول‌ها  ــه س ــد. ب ــته ش ــالین )PBS(15 شس ــفات س ــر فس باف
ــر  ــپس، 96 مكيروليت ــد. س ــه ش ــر Annexin V 1X اضاف باف
از ســلول‌ها در تیــوب مخصــوص فلوســایتومتری ریختــه 
ــه  ــر از Annexin V-FITC کونژوگ ــپس، 1 مكيروليت ــد. س ش
و 12/5 مكيروليتــر محلــول پروپیدیــوم یــد بــه ســلول‌ها 
ــه در  ــدت 10 دقیق ــه م ــیون، ب ــد از انکوباس ــد. بع ــزوده ش اف
ــه  ــا بافراتصالــی Annexin V 1X ب جــای تاریــک و روی یــخ ب
 bd حجــم 250 مكيروليتــر رســانده و بــا دســتگاه فلوســایتومتر

Facscalibur™ Flow Cytometer خوانــده شــد. 

بررسی تولید گونه‌های اکسیژن فعال
ــای  ــت DCFDA Cellular ROS Detection Assay گونه‌ه کی
ــال ROS را  ــای فع ــایر گونه‌ه ــیل و س ــیل، پروکس هیدروکس

FBS 10 درصــد، پني‌ســيلين )U/ml 100( و استرپتومايســين 
)µg/mL 100( کشــت داده شــده اســت. ســلول‌ها بــه صــورت  
ــارة  ــف عص ــای مختل ــا غلظت‌ه ــده و ب ــت ش Overnight کش
هیدروالکلــی هلیلــة کابلــی بــه مــدت 24 و 48 ســاعت تیمــار 
ــام  ــاری انج ــه تیم ــرل هیچ‌گون ــای کنت ــر روی نمونه‌ه ــد. ب ش
نشــد و حجــم برابــری از محیــط کشــت دریافــت کردنــد. همــة 

تیمارهــا بــه صــورت ســه بــار تکــرار انجــام شــد.
جمع‌آوری گیاه و عصاره‌گیری

میــوة رســیدة هلیلــة کابلــی از بخــش گیاهــان دارویــی 
داروخانــة امــام )دانشــگاه علــوم پزشــکی مشــهد( تهیــه شــده 
دانشــگاه  کشــاورزی  دانشــکده  گیاه‌شناســی  مرکــز  در  و 
ــایی  ــوم 92157( شناس ــمارة هرباری ــا ش ــهد )ب ــی مش فردوس
ــدن در  ــک ش ــد از خش ــاه، بع ــوة گی ــای می ــد. بخش‌ه گردی
ســایه و در مجــاورت هــوا پــودر گردیــد و بــرای تهیــة عصــاره 
مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. پــودر گیــاه بــه مــدت ســه روز در 
ــد.  ــاق نگهــداری گردی ــای ات ــول 80 درصــد در دم حــال اتان
ــد و  ــاف ش ــی ص ــذ صاف ــا کاغ ــده ب ــت آم ــه دس ــوط ب مخل
ــداری شــد.  ــک نگه ــی تاری ــده در مکان ــه دســت آم عصــارة ب
بــار دیگــر روی تفالــه، اتانــول ریختــه شــد و 24 ســاعت شــیک 
ــی  ــدة چرخش ــتگاه تبخیرکنن ــا دس ــاره ب ــال عص ــد. ح گردی
تبخیــر شــد. جهــت حــل کــردن رســوب، 200 میلی‌لیتــر آب 
مقطــر بــه آن افــزوده شــد. عصــارة بــه دســت آمــده وزن شــده 
ــه  ــی ب ــی -وزن ــادل 55/52 % وزن ــاره مع ــازده عص ــزان ب و می
دســت آمــد. عصــاره در شــرایط دمایــی یخچــال 8-2 درجــة 

ــد. ــداری ش ــانتی‌گراد نگه س
تهیة رقت‌های مختلف از عصارة گیاه

13DMSO ــر ــاه در 1000 میکرولیت ــارة گی ــرم عص 10 میلی‌گ
ــط  ــط محی ــر توس ــورد نظ ــدی م ــای بع ــد. رقت‌ه ــل ش ح
کشــت DMEM تهیــه گردیــد. بــازة رقت‌هــای مــورد اســتفاده 
در ایــن مطالعــه شــامل800-0 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر 
می‌باشــد. میــزان DMSO در محلــول نهایــی موجــود در 
چاهک‌هــای کشــت ســلول کمتــر از 1% بــرآورد می‌شــود کــه 

ــد. ــمّیت می‌باش ــد س ــدار فاق ــن مق ای

ســنجش زنــده مانــی ســلولی بــا روش رنــگ ســنجی 
MTT

جهــت بررســي اثــر سايتوتوكسيســيتي هلیلــة کابلــی بــر رشــد 
و تکثیــر ســلول‌های U87 و تعييــن غلظــت مهــاری 50 درصــد 
)IC50(14 ایــن ترکیبــات، از روش رنــگ ســنجی MTT اســتفاده 
شــد )22(. اســاس ايــن روش، شكســتن نمــك تترازوليــوم بــا 
فرمــول شــيميائي 3- )4 و 5-دی متیــل تیازول-2-ایــل(-2و 5 
دی فنیــل تترازولیــوم توســط آنزيــم سوكســينات دهيدروژنــاز 
ــگ  ــوری رن ــده اســت. جــذب ن ــي ســلول‌هاي زن ميتوكندرياي
ــا  ــر ب ــوج 540-490 نانومت ــول م ــر شــده در ط ــی ظاه ارغوان
ــه  ــود. ب ــری می‌ش ــدر اندازه‌گی ــزا ری ــتگاه الی ــتفاده از دس اس

13 Dimethyl sulfoxide
14 Fifty percent inhibitory concentration
15 Phosphate buffer saline
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Prism 6.0 (La Jolla, CA( و بــر حســب نیــاز از آزمــون 
واریانــس یکطرفــه16 و بــراي مقايســة بيــن گروهــي از آزمــون 
توکــی -کرامــر17 اســتفاده گرديــد. مقاديــر P>0/05 به‌عنــوان 
ــزان  ــن می ــد. همچنی ــه ش ــر گرفت ــي‌دار در نظ ــاف معن اخت
ــد. ــز گردی ــو جــو18 آنالی ــزار فل ــوز ســلولی توســط نرم‌اف آپوپت

يافته‌ها
اثر هلیلة کابلی بر زنده مانی سلولی

ســلول‌های U87 بــا غلظت‌هــای مختلــف عصــارة هیدروالکلــی 
ــه مــدت 24 و 48 ســاعت  ــی )μg/mL 800- 0( ب ــة کابل هلیل
ــا  ــی ب ــة کابل ــی هلیل ــارة هیدروالکل ــمّیت عص ــد. س ــار ش تیم
افزایــش غلظــت )200 و 800 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر( 
ــم  ــش حج ــامل کاه ــي ش ــرات ريخت‌شناس ــا تغیی ــراه ب هم
ــة  ــن هلیل ــر 1(. همچنی ــود )تصوي ــدن آن ب ــرد ش ــلول و گ س
کابلــی زنــده مانــی ســلولی را بــا افزایــش غلظــت بــه صــورت 
معنــی‌داری کاهــش داد )نمودارهــاي 1 الــف و 2 الــف(. مقــدار 
IC50 هلیلــة کابلــی بــرای 24 ســاعت 145/3 و برای 48 ســاعت 

192/3 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر بــه دســت آمــد )نمودارهــاي 
لگاريتمــي 1 ب و 2 ب(. نتایــج پیشــنهاد می‌کنــد هلیلــة 
کابلــی پتانســیل سایتوتوکسیســیتی بــر ردة ســلولی U87 دارد.

نقش آپوپتوز

توســط  نکروتیــک  و  آپوپتوتیــک  ســلول‌های  درصــد 

در ســلول انــدازه می‌گیــرد. DCFDA بعــد از نفــوذ در ســلول 
ــنت  ــی غیرفلورس ــه ترکیب ــلولی ب ــترازهای س ــط دی اس توس
ــه ‘2،7'  ــط ROS ب ــد توس ــة بع ــود. در مرحل ــتیله می‌ش داس
بــا قــدرت فلورســنت  دی کلروفلورســئین کــه ترکیبــی 
فلوســایتومتری  توســط  کــه  می‌شــود  تبدیــل  بالاســت 
ــخیص  ــل تش ــر 529  قاب ــج 495 و نش ــوج تهیی ــول م ــا ط ب
ــره  ــة تی ــت 96 خان ـا س��لول‌های U87 در پلی می‌گ��ردد. ابتدـ
ریختــه شــد )7000 ســلول در هــر چاهــک و 3 چاهــک بــرای 
ــا  ــد از آن ســلول‌ها ب ــد. بع ه��ر گـر�وه( و شـب�انه انکوب��ه گردی
ــا DCFDA بــه مــدت 45-30 دقیقــه در  بافــر 1X شســته و ب
دمــای 37 درجــه رنــگ شــدند و بــار دیگــر ســلول‌ها بــا بافــر 
ــف  ــت مختل ــا 3 غلظ ــلول‌ها ب ــار س ــدند. تیم ــته ش 1X شس
هلیلــة کابلــی )μg/mL 50،100،200( بــه مــدت 2 و 6 ســاعت 
ــة فالکــون منتقــل گردیــد  ــه لول انجــام شــد. محیــط رویــی ب
ــه  ــده و ب ــدا ش ــین ج ــط تریپس ــبنده توس ــلول‌های چس و س
همــان لولــة فالکــون انتقــال داده شــد. بعــد از دو بــار شستشــو 
بــا PBS، شــدت فلورســانس DCFDA بــا اســتفاده از دســتگاه 
ــج شــده و طــول  ــوج nm 485 تهیی ــا طــول م ــدر ب ــزا ری الای

ــد. ــری ش ــار nm 535 اندازه‌گی ــوج انتش م

آنالیز داده‌ها

ــر  ــار ذک ــاي معي ــن ± خط ــورت ميانگي ــه ص ــج ب ــة نتاي كلي
 Graph Pad گردیده‌انــد. بــرای آنالیــز داده‌هــا از نرم‌افــزار

تصويــر 1- ســمّیت عصــارة هیدروالکلــی هلیلــة کابلــی بــا غلظت‌هــای 200 و 800 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر در مقایســه بــا گــروه 
ــه  ــرد شــدن آن( ب ــر شــکل ســاختاری )کاهــش حجــم ســلول و گ ــه مشــاهده می‌شــود تغیی ــرل )No treatment(. همانطــور ک کنت

صــورت وابســته بــه غلظــت افزایــش می‌یابــد )بزرگنمایــی 40x( كــه در تصويــر بــا علامــت فلــش مشــخص شــده اســت.

ــزان  ــا ســنجش MTT بررســی شــد. می ــرل. ســمّیت ســلولی ب ــروه کنت ــا گ ــی در ســلول‌های U87 در 24 ســاعت در مقایســه ب ــة کابل ــودار 1- ســمّیت هلیل نم
ــا  ــتاندارد در نمونه‌ه ــای اس ــن ± خط ــر میانگی ــتون بیانگ ــر س ــد. ه ــبه گردی ــر محاس ــر میلی‌لیت ــرم ب ــلولی )IC50(، 145/3 میکروگ ــاری س ــت مه ــن غلظ کمتری

ــرل(.  ــروه كنت ــا گ ــه ب ــد )P>0/05 ،**P>0/01 ،***P>0/001* در مقايس می‌باش

16 One-way ANOVA
17 Tukey-Kramer
18 FlowJo vX.0.7 
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بــر  میکروگــرم   800 و   200 غلظت‌هــای  در  نکروتیــک  و 
ــد.  ــزارش گردی ــب 5/32% و 15/27% گ ــه ترتی ــر، ب میلی‌لیت
ــش  ــا افزای ــلول‌های Early apoptotic ب ــزان س ــن می همچنی
غلظــت، نســبت بــه گــروه کنتــرل و همچنیــن مقایســة 

ــت. ــته اس ــش داش ــا کاه غلظت‌ه
بررسی گونه‌های فعال اکسیژنی

اثــر هلیلــة کابلــی بــر تشــکیل گونه‌هــای فعــال اکســیژنی در 
 ROS آنالیــز الایــزا ریــدر مــورد بررســی قــرار گرفــت. ســطح
در ســلول‌های تیمــار شــده توســط عصــارة هیدروالکلــی 
ــه صــورت وابســته  ــه گــروه کنتــرل ب هلیلــة کابلــی نســبت ب
بــه غلظــت کاهــش معنــی‌دار نشــان داد. ایــن نتیجــه پیشــنهاد 
می‌کنــد کــه عصــارة هلیلــة کابلــی می‌توانــد کاهــش ROS را 
القــاء کنــد و نقــش معنــی‌داری از طریــق فعالیت‌هــای آنتــی 

اکســیدانی داشــته باشــد.

پروتئیــن  گرفــت.  قــرار  بررســی  مــورد  فلوســایتومتری 
ــه ســطوح ســلولی بیان‌کننــدة  کونژوگــه Annexin V-FITC ب
 Early ــانگر ــک نش ــه ی ــده ک ــل ش ــرین متص ــفاتیدیل س فس
Apoptosis اســت. ســلول‌ها توســط PI کــه یــک رنــگ 
غیرقابــل نفــوذ بــه DNA اســت رنــگ شــده کــه نشــان‌دهندة 
ــه  ــده ب ــگ ش ــلول‌های رن ــت. س ــک اس ــلول‌های نکروتی س
وســیلة PI و Annexin V-FITC نشــان‌دهندة فــاز انتهایــی 
ــی  ــارة هیدروالکل ــد. عص ــروز می‌باش ــة نک ــاز اولی ــوز و ف آپوپت
هلیلــة کابلــی، باعــث القــای پیــک فســفاتیدیل ســرین )یکی از 
ــق آپوپتــوز( در هیســتوگرام فلوســایتومتری  شــاخص‌های موث
در مقابــل گــروه کنتــرل گردید )تصويــر 2(. درص��د آپوپتوز )%( 
=تعــداد ســلول‌های آپوپتیک/تعــداد کل ســلول‌های شــمارش 
ــه در  ــور ک ــد. همانط ــان داده ش ــلول( نش ــده )10000 س ش
ــک  ــلول‌های آپوپتوتی ــزان س ــود می ــاهده می‌ش ــر مش تصوي

ــزان  ــا ســنجش MTT بررســی شــد. می ــلولی ب ــمّیت س ــرل. س ــروه کنت ــا گ ــاعت در مقایســه ب ــلول‌های U87 در 48 س ــی در س ــة کابل ــمّیت هلیل ــودار 2- س نم
ــا  ــتاندارد در نمونه‌ه ــای اس ــن ± خط ــر میانگی ــتون بیانگ ــر س ــد. ه ــبه گردی ــر محاس ــر میلی‌لیت ــرم ب ــلولی )IC50(، 192/3 میکروگ ــاری س ــت مه ــن غلظ کمتری

ــرل(. ــروه کنت ــا گ ــه ب ــد )P>0/01 ،***P>0/001**، در مقایس می‌باش

تصويــر 2- نمــای هیســتوگرام القــای آپوپتــوز توســط عصــارة هیدورالکلــی هلیلــة کابلــی بــا غلظت‌هــای 200 و 800 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر در 24 ســاعت 
ــر مشــاهده می‌شــود میــزان ســلول‌های آپوپتوتیــک و نکروتیــک در غلظت‌هــای 200 و 800  ــزار FlowJo. همانطــور کــه در تصوي پــس از تیمــار توســط نرم‌اف

میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر، بــه ترتیــب 5/32% و 15/27% گــزارش گردیــد.

 ،**P>0/01 ،***P>0/001( ــش داد ــرل کاه ــروه کنت ــا گ ــه ب ــلول‌های U87 در مقایس ــد ROS را در س ــزان تولی ــی می ــة کابل ــودار3- هلیل نم
P>0/05* در مقايســه بــا گــروه كنتــرل(. ســلول‌ها بــه مــدت 2 و 6 ســاعت بــا غلظت‌هــای 100،200 و 50 هلیلــة کابلــی تیمــار شــدند و ســطح 
داخــل ســلولی ROS توســط دســتگاه فلوریمتــر مــورد بررســی قــرار گرفــت. نمــودار الــف بيانك‌ننــدة شــدت فلوئورســانس غلظت‌هــاي مختلــف 
هليلــة كابلــي پــس از دو ســاعت اســت و نمــودار ب بيانك‌ننــدة شــدت فلوئورســانس غلظت‌هــاي مختلــف هليلــة كابلــي پــس از 6 ســاعت اســت. 
ــه طــور  ــولار( شــدت فلورســانس ب ــا غلظــت 50 میکروم ــدة رادیکال‌هــای آزاد اکســیژن، ب ــا کنن ــوان الق ــرل مثبــت TBHP )به‌عن ــة کنت در نمون

.)###P>0/001( معنــی‌دار در مقایســه بــا گــروه کنتــرل افزایــش یافــت
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 μg/mL( دوزهــای افزاینــدة عصــارة هیدروالکلــی هلیلــة کابلــی
800- 0( بــه صــورت وابســته بــه غلظــت و وابســته بــه زمــان 
کاهــش یافــت. مــا 50 درصــد مهــار پرولیفراســیون ســلولی را 
در غلظــت 145/3 و 192/3 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر در 24 و 
48 ســاعت بــه ترتیــب مشــاهده کردیــم. همچنیــن، مشــاهده 
گردیــد کــه بــا گذشــت زمــان 24 و 48 ســاعت، غلظــت مهاری 
ــا  ــی ب ــه عبارت ــد ب ــر می‌کن ــه دوز تغیی ــه صــورت وابســته ب ب
ــده  ــة کابلــی میــزان زن کاهــش دوز عصــارة هیدروالکلــی هلیل
ــه  ــوان نتیج ــن می‌ت ــد، بنابرای ــش می‌یاب ــلول‌ها افزای ــی س مان
گرفــت کــه عصــارة مــا بــه صــورت وابســته بــه غلظــت ســلول 
ــرد. از طــرف دیگــر، ســلول‌های گلیوبلاســتوما  ــن می‌ب را از بی
بــه صــورت خوشــه‌ای رشــد می‌کننــد و زمــان دو برابــر شــدن 
ــا  ــود ام ــن زده می‌ش ــاعت تخمی ــدود 36 س ــلول‌ها ح ــن س ای
ــة  ــی هلیل ــارة هیدروالکل ــا عص ــاعته ب ــان 24 س ــی درم در ط
ــد  ــوی رش ــي و الگ ــادی در ريخت‌شناس ــرات زی ــی، تغیی کابل
ســلولی و همچنیــن کاهــش رشــد شــاخه‌ای و تجمعــات 

ســلولی، ایجــاد شــده بــود.
ــرات آنتی‌اکســیدان، ضــد التهــاب  ــه اث ــادی ب ــات زی در مطالع
ــة  ــت. هلیل ــده اس ــاره ش ــی اش ــة کابل ــوز هلیل ــای آپوپت و الق
کابلــی، رادیکال‌هــای آزاد ناشــی از 19DPPH را بــه خوبــی 
جــاروب نمــوده و بــه صــورت معنــی‌داری از ایجــاد مالــون دی 
آلدئیــد ناشــی از آب اکســیژنه جلوگیــری می‌نمایــد. همچنیــن 
 20)NO( ــید ــک اکس ــکال نیتری ــد رادی ــلولی و تولی ــرگ س م
ناشــی از لیپوپلــی ســاکارید را بــه صــورت بــرون تــن کاهــش 
ــه  ــد ک ــان داده ش ــری نش ــة دیگ ــد )34 ،9(. در مطالع می‌ده
عصــارة آبــی هلیلــه از طریــق اثــرات آنتــی اکســیدانتی خــود 
 21)t-BHP( از آســیب کبــدی ناشــی از بوتیــل هیدروپراکســید
بــه صــورت بــرون تــن و درون تــن جلوگیــری می‌نمایــد 
)35(. یــک مطالعــه نیــز نشــان داد کــه عصــارة متانولــی هلیلــه 
دارای اثــرات قدرتمنــد آنتــی اکســیدانتی و جــاروب کنندگــی 
ــه  ــن می‌باشــد ک ــرون ت ــه صــورت ب ــکال آزاد اکســیژن ب رادی
عمدتــاً ناشــی از محتــوی غنــی فنولیــک اســیدها و فلاونوئیدی 

آن می‌باشــد )36(.

ــی،  ــای آب ــه عصاره‌ه ــه‌ای نشــان داده شــد ک ــراً در مطالع اخی
اتانولــی و متانولــی هلیلــة کابلی، غنــی از ترکیبات فنلــی، تاننی 
ــی اکســیدانت‌های  ــدازة آنت ــه ان ــوده و ب ــدی ب ــری ترپنوئی و ت
شــناخته شــدة ویتامیــن C و ترولوکــس از خــود فعالیــت آنتــی 
 PC12 ــلول‌های ــرگ س ــد و از م ــان می‌دهن ــیدانتی نش اکس
ــری  ــی‌داری جلوگی ــورت معن ــه ص ــیژنه ب ــی از آب اکس ناش
بــا عصــارة هیدروالکلــی هلیلــة  می‌نمایــد )37(. درمــان 
کابلــی نشــان داد کــه بــا گذشــت زمان‌هــای اولیــه، تغییــرات 
در کاهــش میــزان رادیکال‌هــای آزاد اکســیژن بــه وجــود 
می‌آیــد، بنابرایــن می‌تــوان نتیجــه گرفــت همانطــور کــه 
مطالعــات هــم نشــان داده اســت اثــرات ســمّیت ســلولی ایــن 
ــاً  ــی )مث ــرات ضــد التهاب ــد بیشــتر ناشــی از اث ــاه می‌توان گی

بحث و نتیجه‌گیری
ــوی  ــع بســیاری از مولکول‌هــای ضــد ســرطان ق گیاهــان منب
بالینــی هســتند. بــه دلیــل تنــوع بســیار زیــاد گیاهــان، 
بررســی و تحقیــق گســترده بــرای کشــف مولکول‌هــای بالقــوه 
ــر  ــه تحقیــق و توســعه ب ــاز ب ــه اســت. نی ــرار نگرفت ــی ق درمان
روی گیاهــان بــرای تولیــد محصــولات درمانــی طبیعــی حتــی 
ــرای  ــا ب ــا و فناوری‌ه ــرفت روش‌ه ــه پیش ــه ب ــا توج ــروزه ب ام
ــتر از  ــی، بیش ــدة طبیع ــدا ش ــولات ج ــوگ از محص ــة آنال تهی
پیــش محســوس می‌باشــد )27-23(. در مطالعــة حاضــر 
ــر  ــی ب ــة کابل ــی هلیل ــارة هیدروالکل ــی عص ــرات محافظت اث
روی ردة ســلولی گلیوبلاســتوم مولتی‌فــرم )U87( بررســی 
ــرات  ــان‌دهندة اث ــا نش ــی م ــات قبل ــن مطالع ــد. همچنی گردی
مهــاری بالقــوة دیگــر ترکیبــات طبیعــی و شــیمیایی بــر روی 
گلیوبلاســتوم مولتی‌فــرم نیــز می‌باشــد )مقــالات هنــوز منتشــر 
ــم ســرطان مشــکلی رو  ــه می‌دانی نشــده اســت(. همانطــور ک
ــر  ــرگ و می ــل مهــم م ــان و از عوام ــه رشــد در سراســر جه ب
ــز در  ــی نی ــای گیاه ــد. فرآورده‌ه ــانی می‌باش ــع انس در جوام
طــول زمــان بــه دلیــل عــوارض جانبــی زیــاد داروهــای شــیمی 
درمانــی و سایتوتوکســیک جهــت پیشــگیری و درمان بســیاری 
ــد  ــرار گرفته‌ان ــورد اســتفاده ق ــه ســرطان م بیماری‌هــا از جمل
)28(. همانطــور کــه می‌دانیــم، گیاهــان گنجینــه‌ای از داروهای 
مؤثرنــد کــه امــروزه آگاهــی در مــورد اهمیــت آن‌هــا افزایــش 
ــه دســت آمــده از گیاهــان در  یافتــه اســت )29(. داروهــای ب
دســترس، ارزان، ایمــن و کارآمــد هســتند و معمــولاً عــوارض 
ــه  ــی ب ــة کابل ــاه هلیل ــوة گی ــد )30(. می ــری دارن ــی کمت جانب
ــت فارماکولوژیکــی خــود شــناخته شــده اســت.  ــر فعالی خاط
ــی  ــوان آنت ــاه را به‌عن ــن گی ــی ای ــارة آب ــال 2003 عص در س

ــد )9(. ــرار دادن ــوی مــورد مطالعــه ق اکســیدانت ق
مؤثــر  مهارکننــدة  یــک  کابلــی  هلیلــة  آبــی  عصــارة 
دیســموتاز  سوپراکســید  آنزیــم  و  لیپیــد  پراکسیداســیون 
ــری  ــیب‌هایDNA  جلوگی ــد از آس ــه می‌توان ــد ک ــی ش معرف
کنــد، لــذا عصــارة هلیلــة کابلــی به‌عنــوان یــک خنثــی کننــدة 
ــه  ــا آنجــا ک ــکال آزاد شــناخته شــده اســت )17 ،11(. ت رادی
ــه‌ای  ــن مطالع ــن اولی ــد، ای ــازه می‌ده ــن اج ــش محققی دان
ــر ردة  ــی را ب ــة کابل ــی هلیل ــر عصــارة هیدروالکل اســت کــه اث
ــج  ــد. نتای ــی می‌کن ــرم بررس ــتوم مولتی‌ف ــلولی گلیوبلاس س
مطالعــات قبلــی بــر روی هلیلــة کابلــی خاصیــت ضــد تومــوری 
آن را بــر روی رده‌هــای ســلولی دیگــر نشــان داده اســت )31(. 
ردی و همــکاران نشــان داده‌انــد هلیلــة کابلــی می‌توانــد باعــث 
مهــار پرولیفراســیون ســلولی در ردة ســلولی ســرطان کولــون 
شــود )32(. تنهــا مطالعــة نزدیــک، بررســی اثــرات کبولاژیــک 
ــا مکانیســم‌های  ــتوما ب ــلولی رتینوبلاس ــر روی ردة س ــید ب اس
القــای G1-arres t، مهــار NF-kB و القــای آپوپتــوز بــود )33(. 
 U87 در مطالعــة حاضــر ســمّیت هلیلــة کابلــی در ردة ســلولی
نشــان داده شــد کــه پرولیفراســیون ســلولی U87 در اثــر 

19 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydroxyl
20 Nitric oxide
21 Tert-butyl hydroperoxide
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ــورت  ــه ص ــاره ب ــن عص ــوز ای ــای آپوپت ــر الق ــان‌دهندة اث نش
وابســته بــه دوز می‌باشــد. البتــه در آپوپتــوز نشــانگرهاي 
متفاوتــی مــورد بحــث می‌باشــد کــه یکــی از آن‌هــا می‌توانــد 
عــدم تعــادل بیــن پروتئین‌هــای Bax و BcL2 باشــد )43 ،42(.

ــی  ــارة هیدروالکل ــر عص ــار تأثی ــن ب ــرای اولی ــه ب ــن مطالع ای
گلیوبلاســتوم  ســلولی  ردة  روی  بــر  را  کابلــی  هلیلــة 
ــج  ــه نتای ــا توجــه ب ــرار می‌دهــد. ب ــورد بحــث ق ــرم م مولتی‌ف
ــی  ــة کابل ــاه هلیل ــی گی ــارة هیدروالکل ــده، عص ــت آم ــه دس ب
می‌توانــد به‌عنــوان یــک داروی مؤثــر کمکــی در درمــان 
ــتوم  ــزی )گلیوبلاس ــای مغ ــه توموره ــرطان از جمل ــواع س ان
ــی  ــیمی درمان ــتاندارد ش ــای اس ــار داروه ــرم( در کن مولتی‌ف
ــات  ــه تحقیق ــرد. البت ــرار گی ــتفاده ق ــورد اس ــی م و رادیوتراپ
القــای  در  گیــاه  ایــن  مؤثــر  مکانیســم‌های  روی  بیشــتر 
ــلولی  ــر روی ردة س ــک ب ــیک و آپوپتوژنی ــرات سایتوتوکس اث

گلیوبلاســتوم مولتی‌فــرم ضــروری بــه نظــر می‌رســد.

مهــار سیســتم‌های سیکلواکســیژناز و لیپواکســیژناز و یــا مهــار 
مســیر NF-kB( و آنتــی اکســیدانی باشــد کــه البتــه دلیــل آن 
ــاب از  ــدة الته ــد مهارکنن ــات جدی ــه ترکیب ــوان ب ــم می‌ت را ه
ــوة  ــود در می ــرة موج ــب مؤث ــید )ترکی ــک اس ــه کبولاژی جمل
ــی از  ــوز یک ــاء آپوپت ــن، الق ــبت داد )32(. همچنی ــه( نس هلیل
راهبردهــای مهــم در پیشــگیری و درمــان ســرطان به‌خصــوص 
ــه  ــوادی ک ــیاری از م ــت )40-38(. بس ــزی اس ــای مغ توموره
ــده از  ــرات پیشــگیری کنن ــان اث ــی و گیاه ــای غذای در رژیم‌ه
ســرطان دارنــد از طریــق القــاء آپوپتــوز اثــرات مهــاری خــود 
ــی  ــارة هیدروالکل ــد )41(. عص ــال می‌کنن ــرطان اعم ــر س را ب
هلیلــة کابلــی در زمــان 24 ســاعت نشــان داد کــه بــا افزایــش 
ــه ســمت  ــده ب ــد باعــث تبدیــل ســلول‌های زن غلظــت می‌توان
ــه  ــوری ک ــه ط ــود ب ــک ش ــک و نکروتی ــلول‌های آپوپتوتی س
ــر )μg/mL 200(، مجمــوع 5/32 درصــد از  ــا غلظــت پایین‌ت ب
ســلول‌ها و بــا غلظــت بالاتــر )μg/mL 800(، مجمــوع 15/27 
درصــد بــه ســمت آپوپتــوز و نکــروز پیشــروی داشــته‌اند کــه 
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