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 معده و كلون يسرطان هايسلول هايبر رده) Colutea Persica(دغدغك  ياهعصاره گ ياثر ضد سرطان يبررس
 

   nahidaskari@gmail.com )مسئول سندهينو(*  رانيا كرمان، ،يفناور و يصنعت يليتكم لاتيتحص دانشگاه ار،ياستاد: يعسكر ديناه
  رانيا لان،يگ لان،يگ دانشگاه المللنيب سيپرد: يآقاعباس انيك
  
     چكيده

 
سر جهان است. وميرمرگعلل  ترينمهمسرطان يكي از زمينه و هدف:  سرا انبي داروها علت عوارض جهب اخير، هايسال در در 

عنوان هيي داشته و بو تحمل دارويي ضرورت توجه به گياهان دارويي افزايش يافته است. گياه دغدغك در طب سنتي مصرف دارو
ــتفاده مييك ضــد التهاب براي درمان اختلالات  آبي و  هايهعصــارشــود. اين مطالعه با هدف بررســي اثر ســميت گوارشــي اس

ســـت نرمال ) و رده ســـلولي فيبروبلاHT-29)، كولون (AGSســـلولي ســـرطاني معده ( هايردههيدروالكلي گياه دغدغك بر 
)SKM.انجام شد (  

فارد  هايبرگ :كارروش ـــال تازه گياه دغدغك از منطقه دل ـــدندجمع 1399اســـتان كرمان در س هاي تاثر غلظ .آوري ش
ــاره5، 10، 25، 50و  µg/ml) 100مختلف ــلولي غدغك بر ردههاي آبي و هيدروالكلي گياه د) عص و  HT-29, AGSهاي س
SKM  ساعت با آزمون  24به مدتMTT  .شد سا يزانمبررسي  -Annexin آميزيرنگبا  يتومتريالقاء آپوپتوز به روش فلو
V/ PI س سط BCL-2و  BAX( هايژن يانب ييرتغ و يبرر ياه به گمحتواي فنلي كل  .شد يابيارز Real-time PCR) تو

 يطرفه و توك كي يانسو آزمون وار SPSS يآمار افزارنرمبا اســتفاده از  هاداده .تعيين شــد Folin-Ciocalteuروش معرف 
 .)>05/0p( شدند يلو تحل يهتجز

ــاره آبي و هيدروالكلي گياه دغدغك به ترتيب ها:يافته واي تركيبات محت mg/g05/0±02/5و  mg/g 08/0±85/5داراي  عص
سلتام فنلي بودند كه بر رده س AGSو  HT-29ولي هاي  شدااثر  شته و باعث القاي آپوپتوز  سيك دا صاره يتوتوك ند. در تيمار ع
 BCL2 هايژنميزان بيان  HT-29, AGSساعت در  24) در مدت µg/ml 100دغدغك (با غلظت هيدروالكلي و آبي گياه 

  ).>05/0p(به ترتيب كاهش و افزايش يافت  BAXو 
را داشته  هاولسل ينمهار رشد ا يي) تواناAGSو  HT-29( يسرطان هايسلولبر  يتصاصدغدغك با اثر اخ ياهگ گيري:نتيجه
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Cancer Cell Lines 
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Kian Aghaabbasi: Post-graduate student, University of Guilan, Rasht, Iran 
 
Abstract   
 
Background & Aims: Cancer is one of the most important issues in the world which 
affects public health as an important problem. Cancer is the third cause of death in Iran 
with an annual occurrence of 51,000 new cases [1]. Previous studies demonstrated the 
considerable increasing trends in the mortality of gastrointestinal cancer in Iran, 
especially for Gastric cancer and colorectal cancer [2]. In general, incidence rates of these 
two cancers are high in Eastern Europe, Eastern Asia, and South America and the lowest 
rates are in North America, and most parts of Africa [3]. The most critical factors that 
increases the risk of gastrointestinal cancer are aging, inappropriate diet, biological 
factors, and infectious diseases which contribute to the cancer occurrence [4]. Colon 
cancer is studied to be one of the most critical digestive diseases and is the second leading 
cause of cancer deaths [5]. Gastric cancer is important cancer in the world and the 
prevalence of gastric cancer is raised with aging in both men and women [6]. Colon 
cancer is a disorder in which malignant cells form in the large intestinal tissues [7]. On 
the other hand, in gastric cancer the malignant cells form in the lining layer of the stomach 
caused it. The risk of gastric cancer is high in Iran, and unlike in Western countries it is 
not under the control, thus it is on a dramatically increasing trend in Iran [8]. Secondary 
metabolites and phenolic compounds of plants can play an important role in reducing the 
side effects of chemotherapy drugs and have some positive effects on cancer cells, as well 
as in the expression of apoptotic pathway genes [9]. Colutea persica was used in 
traditional medicine as an anti-inflammatory agent in gastrointestinal problems [10]. The 
aim of this study was to investigate the cytotoxic effects of aqueous and hydroalcoholic 
extracts of Colutea persica on gastric cancer (AGS), colon cancer (HT-29), and normal 
fibroblast (SKM) cell lines. 
Methods: Fresh Colutea persica leaves were collected from the Delfard region of 
Kerman province in 1399. Dried leaves of Colutea persica were ground into a fine powder 
by the electronic grinder. At the next step, the ground powder was extracted using ethanol 
by the maceration. Then, it was placed on a shaker at room temperature. After that, the 
collective extracted was filtered using a filter membrane. The solvent extracted was 
evaporated in the rotary evaporator. Finally, to completely remove the solvent, the extract 
was placed in an oven, and the hydroalcoholic extract was maintained at -20 °C until use. 
In order to measure the total flavonoid content (TFC) of the extracts the aluminum 
chloride complex-forming assay was applied. In this method, quercetin was applied as 
the standard which flavonoid content was distinguished based on the quercetin equivalent. 
Briefly, Colutea persica extract was added to the aluminum chloride hexahydrate and 
mixed with potassium acetate and distilled water. After 30 minutes, the absorbance of the 
reaction was checked using a UV-Vis spectrophotometer at 415 nm. The blank sample 
was made by replacing aluminum chloride with deionized water. Before measuring, all 
of the solutions were filtered by using Whatmann filter papers (number 41). Total 
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flavonoid content in Colutea persica extract was measured using the standard calibration 
curve which is achieved from different concentrations of the standard reference. 
The total phenolic content (TPC) of organic crude extracts was calculated using the Folin- 
Ciocalteu reagent method. In this method, gallic acid was used as a reference standard 
(20-100 μg/mL) for plotting the calibration curve. 0.5 mL of the Colutea persica extract 
was added to 1.5 mL of Folin-Ciocalteu solution. Then, it was diluted (1:10) with 
deionized water and added to the sodium carbonate solution. 
The absorbance was recorded after one hour at 765 nm by using a UV-Vis 
spectrophotometer. Finally, the total phenolic content was calculated based on gallic acid 
equivalents (mgGAE/g). All the experiments were done in triplicate. 
Cytotoxic effects of 5, 10, 25, 50, 100 μg/ml concentrations of aqueous and 
hydroalcoholic extracts were evaluated on the cells for 24 hours using MTT assay. The 
apoptosis induction was monitored using flowcytometry by annexin-V FITC/PI double-
staining. Cells were seeded and after 24 h they were incubated with a 1.25 mg/ml 
concentration of the extract and for each treated cell line, one control cell was considered. 
The annexin V/PI assay was performed to confirm the cytotoxic activity of the plant 
extracts against AGS and HT-29 cell lines. Total RNA was isolated from cells using 
RNX-plus TM Reagent before and after treatment. Total RNA was reverse transcribed to 
cDNA using M-MuLV-RT and random hexamers. The cDNA was assayed by real-time 
PCR using primers for BAX and BCL-2 genes. Data were analyzed using SPSS software, 
one way ANOVA, Tukey test at p ≤0.05... 
Results: The MTT assay revealed the cytotoxicity against both two cell lines (HT29 and 
AGS) in comparison to the HT29 and AGS normal cell line (SKM). The expression level 
of BAX gene increased and BCL2 gene decreased in AGS cell line after treatment by plant 
extract. (p<0.05). The total phenolic content was expressed in terms of milligram gallic 
acid equivalent per gram dry weight of plant extract. The total phenolic content of 
hydroalcoholic and aqueous extracts of Colutea persica were 5.02±.05 and 5.85.±0.08 
mgGAE/g respectively. 
Conclusion: In conclusion, our findings show that Colutea. persica has anti-cancer 
effects in vitro against AGS and HT-29 cancer cell lines. Induction of apoptosis by using 
plant extract was achieved by down-regulation of BCL2 and up-regulation of BAX. 
Finally, the current study suggests that Colutea. persica may have cancer-fighting 
properties and could be a promising new candidate in this field. Besides, the molecular 
target of Colutea. persica and its mechanism are unknown, and the author intends to use 
animal models and bioinformatics methods to discover the active ingredients of Colutea. 
persica. 
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 و همكار يعسكر ديناه

  مقدمه
ـــرطان حدود س گاه گوارش  ـــت كل  %20هاي دس از 

صاص دادهسرطان ) و 11اند (هاي موجود را به خود اخت
ـــرطــان معــده يكي از مرگ آورترين در اين ميــان، س

شدميها سرطان سرطان رايج در 12( با ) كه چهارمين 
با  يا و  بالاي وميرمرگدن ـــال و هزار ن 700ي  فر در س

ــرطان، دومين عامل فوت  بعد از ســرطان ريه به علت س
ست ( سرطان كولون يا كولوركتال13ا سوي ديگر،   ). از 

شناخته مي سرطان روده هم  شود، از رشد كه به عنوان 
ــلولكنترل نشــده  راســت روده و يا روده بزرگ،  هايس

ــرطان، به عنوان يكي از آپانديس ايجاد مي ــود. اين س ش
ــده  هايبيماري نتريمهم ــناخته ش ــتگاه گوارش ش دس

ــالانه حدود  ــت. س نفر در جهان بر اثر اين  400000اس
شان را از دست مي  هايسال در ).14دهند (بيماري جان

اخير دانشمندان از گياهان و يا بعضي از تركيبات مشتق 
ستفاده مي هابيماريشده از گياهان براي درمان  كنند ا

اينكه در درمان بيماري و  وه برعلاچراكه اين تركيبات 
سلولي  تأثير شند (مي مؤثربر ميزان مرگ  )، اثرات 15با

ـــيميايي دارند.  ـــبت به داروهاي ش جانبي كمتري نس
شيميايي نشان داده است كه تنوع وسيعي از  آناليزهاي 

تانن، پلي ند  مان عال  ـــتي ف بات زيس يد و تركي كار ـــا س
يد در  هانفلاونوئ يا يكي از  ر اين،ب علاوه .وجود دارد گ

ستفاده در مبارزه با  ترينبزرگ شكلات داروهاي مورد ا م
ست كه  سالم به ميزان زيادي  هايسلولسرطان اين ا

ـــيب  تأثيرتحت  ـــيميايي قرار گرفته و آس داروهاي ش
  .)16( ينندبمي

ـــوي ديگراز  متعددي در فرايند آپوپتوز يا  هايژن، س
ستند ومرگ برنامه سلول درگير ه شده  تحريك  ريزي 

يان  هار  هايژنب يا م ضــــد  هايژنپروآپوپتوزي و 
سلول و محرك دارد ( ستگي به نوع  ). دو 17آپوپتوزي ب

مســـير اصـــلي آپوپتوز، مســـير خارجي يا وابســـته به 
مسير ميتوكندريايي يا هاي مرگ و مسير داخلي گيرنده

ــت ( ــوي ديگر، 18 - 19اس ــلول). از س توموري  هايس
ـــتراتژي حدوهاي مختلفي راس ند ا براي م د كردن فراي

كار مي به  ها ميآپوپتوز  ند. تومور ند از طريق گير توان
ــد آپوپتوزي ( هايكنندهتنظيمافزايش بيان  و  BCL2ض

Bcl-XL ــطه كاهش فاكتورهاي آپوپتوتيك ) و يا به واس
)BAX،BIM  وPUMA) از  ).20)، آپوپتوز را مهار كنند

 ن داروييگياهااخير استفاده از  هايسالسوي ديگر، در 

). يكي از اين گياهان، گياه دغدغك 21رواج يافته است (
ـــت. اين گياه، گياهي  Colutea Persicaبا نام علمي  اس

ـــكل درختچه ـــاله به ش يا بوتهچند س اي و داراي اي 
حدوده گل ـــت و در م ندرت ارغواني اس به  هاي زرد و 

ـــمال غربي نواحي مديترانه ـــرقي اروپا، ش اي، جنوب ش
ـــيا پراكندگي دارند. در  آفريقا و جنوب غربي و مركز آس
گونه براي اين جنس  31فلور ايرانيكا حدود  بنديتقسيم

گونه در مناطق اســتپي  7آورده شــده اســت كه فقط 
تان  ـــ قاط مختلف ايران از جمله جنوب اس مرتفع، در ن

ند ( مان پراكنش دار هان 22كر يا غدغك يكي از گ ). د
ده يا عصــاره در دارويي اســت كه به صــورت خشــك شــ

ــتفاده  ــورمان اس ). از جمله كاربردهاي 23( گرددميكش
ـــنتي آن مي ـــتفاده از اين گياه در درمان س توان به اس

شاره كرد ( هايبيماري شي ا ). از اين رو، در اين 24گوار
اصــلي  هايرويشــگاهپژوهش عصــاره گياه دغدغك از 

ـــتان كرمان جمع ـــارهاس ـــد و عص هاي آبي و آوري ش
يدروالك يه و ه ـــلولآن بر رده  تأثيرلي آن ته  هايس

سرطان كلون و  ست  هايسلولسرطان معده،  فيبروبلا
  نرمال مورد بررسي قرار گرفت.

  
  روش كار

صاره گيري در اين  :تهيه نمونه گياه دغدغك و ع
از اصلي استان كرمان ( پژوهش گياه دغدغك از رويشگاه

ـــير دلفارد ـــردس ـــاردوئيه  از ،منطقه س توابع بخش س
صات جغرافيايي ش ستان جيرفت، با مخت درجه و  57هر
ـــرقي و  36 قه طول ش قه عرض  1درجه و  29دقي دقي

صاره  آوريجمع 1399سال  ) درشمالي و براي تهيه ع
هيدروالكلي و آبي از روش خيســاندن (ماســراســيون) 

گرم از  40ابتدا  كهبه اين صــورت  ).25اســتفاده شــد (
كاملاً پودر  خشــك گياه به كمك دســتگاه آســياببرگ 

صل در  صاره ( %70اتانول  سيسي 300شد. پودر حا ع
حل  )عصاره آبي(آب مقطر  سيسي 300هيدروالكلي) و 

ســـاعت روي دســـتگاه شـــيكر با  72گرديد و به مدت 
سط در دماي اتاق شد. در مرحله  سرعت متو قرار داده 

صاف شد. به  هاعصاره 1، با كمك كاغذ صافي واتمن بعد
ساز ستگاه روتاري در دماي منظور جدا  45ي حلال از د

سازي  گرادسانتيدرجه  سپس براي جدا شد.  ستفاده  ا
 48در داخل اون به مدت  ها، نمونهكامل حلال از عصاره

شدند.  گرادسانتيدرجه  45ساعت در دماي  قرار داده 
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يت  ها آبي و  هايحاصـــل از حلال هايعصـــارهدر ن
صورت خشك در آمد و تا  ستفاده هيدروالكلي به  زمان ا

گاهيدر  ـــ مايش ند آز ـــانتي -20دماي  در ،فراي  گرادس
  نگهداري شد.

ست  سلول و انجام ت شت   هايسلولرده  :MTTك
عده ـــرطاني م ـــرطان كلون (AGS( س ) و HT-29)، س

ست ( هايسلول سك SKMفيبروبلا  25) در داخل فلا
2cm  به صــورت كشــت شــده از انســتيتو پاســتور ايران

شد.  در  HT-29و  AGSسرطاني  هايسلولخريداري 
شت  ست  هايسلولو  RPMI 1640محيط ك فيبروبلا

سرم جنين  %10حاوي  MEMαكشت نرمال در محيط 
سين U/ml100( سيلينپني)، FBSگاو ( سترپتوماي )، ا

)μg/ml100 و آمفوتريپسين (B )μg/ml 1 ( كشت داده
ــد و در انكوباتور ( ، آلمان) مرطوب با دماي BINDERش

انكوبه گرديد. تعويض  2CO %5و با  گراديسانتدرجه  73
  ).26روز يك بار انجام شد ( 3محيط كشت هر 

ســلول در هر  1× 410تعداد  MTTبراي انجام تســت 
به  هاســلولخانه كشــت داده شــد.  96چاهك در پليت 

سيمصورت گروه بندي و هاي مختلف تيمار و كنترل تق
شد و آزما صاص داده  سه چاهك اخت يش براي هر گروه 

ــه بار تكرار گرديد. در گروه غلظت از هر  5هاي تيمار، س
، 50و  µg/ml) 100 هاي آبي و هيدروالكلييك از عصاره

اضافه شدند. پس از انكوباسيون  هاسلولبه  )5، 10، 25
ـــاعت، به هر چاه پليت  24به مدت زمان  ميكرو  20س

 mg/ml 5غلظت سـاخت شـركت سـيگما با  MTTليتر 
ســاعت ديگر در تاريكي انكوبه  4دت اضــافه شــد و به م

به دقت خارج شد و به  هاسلولشد و سپس محيط روي 
شد. پس  DMSOميكروليتر  100هر خانه پليت  ضافه  ا

ستفاده از قهيدق 20از حدود  ، جذب نوري هر چاهك با ا
ـــتگاه الايزا   خواندهنانومتر  570در طول موج ريدر دس

ــلولي به  شــد. غلظتي از عصــاره كه باعث مهار رشــد س
گرفته شد و  در نظر IC50شود به عنوان مي %50ميزان 

با اســتفاده از فرمول زير محاســبه  هاســلولميزان بقاي 
  گرديد:

ميــانگين جــذب كنترل / ميــانگين جــذب × 100(
  =ميزان بقاي سلولي1-تحت اثر عصاره)  هايسلول

صل از  :RT- qPCRانجام واكنش  ساس نتايج حا بر ا

 هايژنش ميزان تغيير در بيان جهت سنج MTTتست 
BAX  وBCL-2 ،ـــلول ـــرطان هايس )، AGS(معده يس

 يبروبلاســـتف هايســـلول) و HT-29ســـرطان كلون (
)SKM( ـــاره  24، به مدت ـــاعت، تحت تيمار با عص س

يدروالكلي  ظت با ه ليتر قرار ميكروگرم بر ميلي 100غل
ستخراج . گرفتند ستفاده  هاينمونهاز  RNAا سلولي، با ا

ــيناكلون RNX-plusTMمحلول  از ــركت س ) ، ايران(ش
ـــتخراج  ـــد. پس از اس به منظور تعيين  RNAانجام ش

 بر روي سنجي و الكتروفورزكميت و كيفيت آن، از طيف
شد. ميزان جذب  ستفاده  با  RNAژل آگارز يك درصد ا

 260 هايموجطولاستفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در 
 RNAبراي نمونه خالص  نانومتر سنجيده شد كه 280و 

ــبت  ــت. در مرحله بعد  8/1-2اين نس  RNAاز  µg1اس
) واكنش 27اســتفاده گرديد ( cDNAكلُ براي ســاخت 

ستورالعملمطابق  cDNAساخت  شركت يكتا  د كيت 
ـــورت كه، براي حذف  ـــد. به اين ص تجهيزآزما انجام ش

DNA  ،ميكروليتر  1ژنوميــك احتمــاليDNaseI 1 و 
بافر  عاري از  DNaseIميكروليتر  له   RNaseدرون لو

با آب  ته شـــد و  ميكروليتر  10به حجم  DEPCريخ
درجه  37دقيقه در دماي  30مدت ها بهرسانده شد. لوله

ــانتي ــدن  گرادس ــپس براي غير فعال ش قرار گرفتند. س
DNaseI ،1  ميكروليترEDTA  ضافه ها به و نمونهشد ا

قه در دماي  10مدت  ـــانتيدرجه  65دقي رار ق گرادس
له كدام از لو به هر  ند. پس از آن،  ميكروگرم  2ها گرفت

ندوم پرايمر  ماي ر فه و در د جه  65هگزامر اضــــا در
ــانتي ــريعاًدقيقه  5انكوبه و پس از  گرادس يخ روي به  س

  منتقل شدند.
 -20ساخته شده در دماي  cDNAپس از اين مرحله، 

ـــانتيدرجه  ـــاخت  گرادس ـــد. در فرايند س نگهداري ش
cDNAـــت ، ي ك لوله به عنوان كنترل منفي وجود داش

بود كه براي  RNAكه حاوي تمام اجزاي واكنش به جز 
  شد. استفاده ،كار رفتهآلودگي مواد به اطمينان از عدم

حجم  45در  RT-qPCRواكنش  ـــيكــل و   15س
ميكروليتر  cDNA ،1ميكروليتر از  1ميكروليتر با حضور 

ش شان داده  و  1 ده در جدولاز هر كدام از پرايمرهاي ن
يكتا تجهيز  SYBR-Greenميكروليتر محلول كيت  5/7

ــتگاه  5/4آزما و  ــتريل در دس ميكروليتر آب ديونيزه اس
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)(Corbett- Real time ROTOR GENE 3000  واجرا 
شد  ستفاده  از ژن بتا اكتين به عنوان ژن كنترل داخلي ا

مايز موارد منفي حقيقي، 28( يت ت به اهم جه  با تو  .(
ستف داخلي از اهميت زيادي برخوردار  هايكنترلاده از ا

ها نســبت به اســت، به همين دليل بررســي بيان اين ژن
  عنوان ژن كنترل داخلي انجام شد.ه) بβ-actinژن (
Ct ها در فاز لگاريتمي گرفته شــد و غلظت اوليه نمونه

هر نمونه بر عليه غلظت اوليه ژن كنترل داخلي متناظر 
ستفاده از با آن (ژن بتا ا سپس با ا شد.  كتين) نرماليزه 

ــبت ژن هدف به ژن مرجع  ΔΔCTروش  ــي و نس بررس
  ).29محاسبه گرديد ( CTΔΔ- 2بتااكتين از طريق 

بات فنل قدار تركي ـــنجش  كل: يتعيين م براي س
ـــاره رقيق  از ml 5/0مقدار تركيبات فنلي كل،. به  عص

 رقيق( )1:10شده (فولين رقيق  ml 5 )g/ml) 1:10شده
 يآب Na2co3و ســپس اضــافه شــد شــده با آب مقطر) 

)M1به مقدار ( ml 4 ها به به آن اضـــافه شـــده و نمونه
سپس  15مدت  شد و  دقيقه در دماي محيط قرار داده 

با دستگاه اسپكتروفتومتر خوانده  nm 760در جذب آن 
سط غلظت24شد ( ستاندارد تو هاي مختلفي ). منحني ا

)mg/l500-0در متانول تهيه و منحني  ) از اسيد گاليك
ستفاده از با  سپس معادله  Excel افزارنرما سم گرديد،  ر

هاي خوانده شـــده از مد. جذببدســـت آ y=bx+aخط 
ـــد و  yها به جاي نمونه يا همان غلظت  xقرار داده ش

  .)14بدست آمد (
سلولي: شده  بر  تعيين ميزان مرگ برنامه ريزي 

جش ميزان جهت سن MTTاساس نتايج حاصل از تست 
ـــلول هايردهآپوپتوز،  ـــرطان هايس )، AGS( معده يس

 يبروبلاســـتف هايســـلول) و HT-29ســـرطان كلون (

)SKM( ـــاره  24، به مدت ـــاعت، تحت تيمار با عص س
يدروالكلي  ظت با ه ليتر قرار ميكروگرم بر ميلي 100غل

ند ـــلولرده . گرفت مار  هايس بدون تي مار شـــده و  تي
فاده (كنترل)  ـــت يت  Annexin/PI از روشبا اس با ك

ــي ــخيص و با  (BD Kit I Pharmingen™, USA) تش
ـــتگاه  ـــاكمك دس ـــركت  CYFlow( يتومتريفلوس ش
partec G mbHــاخت آلمان ــ، س ــد.  ي) بررس بعد از ش
ســــيون شده و  هاسلول ،انكوبا سن جدا  سط تريپ با تو

FBS دور در  هاسلولاز آن  و بعدشد  خنثيrpm 1000 
ــــانتيدرجـه  4دقيقـه و دمـاي  5 مـدت بـه  گرادس

 ميكروليتر 200 هاسلولســانتريفيوژ شـدند، سـپس به 
درصـد بافر بـانـدينـگ اضـــافـه و به مدت  10محلول 

 5سپس  شــــــــدند. يفوژسانتر rpm1000در دقيقه  5
شد و به مدت  annexin Vميكروليتر از رنگ  ضافه   15ا

ـــد و  ـــلولدقيقه در دماي اتاق انكوبه ش با محلول  هاس
شو و در مرحله بعد  ست ش ميكروليتر رنگ  10بايندينگ 

PI  شد و در پايان كار آناليز و ميزان  هاسلولبه ضافه  ا
سلولي  سايتومتري اندازهمرگ  ستگاه فلو سط د گيري تو

  شد.
ناليز داده ـــتفــاده از داده :هاآ ــا اس  افزارنرمهــا ب

SPSSطرفه و واريانس يك شـــد و ، آناليز)20-(نســـخه
ـــطح معني آزمون تعقيبي  P>05/0داري توكي در س

 تجزيه و تحليل شدند.
  

  هايافته
نتايج حاصــل از اين بررســي نشــان داد كه هر دو نوع 

ــــاره  ـــورت هيــدروالكلي و آبي عص  داريمعنيبـه ص
)05/0<p(  در غلظتµg/ml 100  ســـبب القاي آپوپتوز

  Real-time RT-qPCRتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در واكنش  -1جدول
شماره ثبت شده بانك  نام ژن

  ژن
درجه ( دماي ذوب
 )گرادسانتي

 اندازه محصول (جفت باز) توالي پرايمر

β- ACTIN NM_001101 64 F:GGACATCCGCAAAGACCTGTA
R:ACATCTGCTGGAAGGTGGACA 

189 

BCL2 NM_138578 61 F:GTGGATGACTGAGTACCTGA
R:AGCCAGGAGAAATCAAACAGA 

119 

BAX  NM_004324  61 F:TTTGCTTCAGGGTTTCATCC
R:CAGCTCCATGTTACTGTCCA 

154 
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ــلولر د) 70%( ــرطان معده و روده مي هايس ــوند س ش
هيدروالكلي و هر دو نوع عصاره  ديگر ). از سوي1(شكل 

ظت  قاي آپوپتوز در  ml/µg 100آبي در غل بب ال ـــ س
شدند ولي اين مقدار  هايسلول از نظر آماري نرمال نيز 

شده در  شاهده   AGS هايسلولخيلي كمتر از مقدار م
شده  )2شكل بود ( HT-29و  شاهده  با توجه به نتايج م

صاره دغدغك ب ستفاده از ع راي كاهش در اين پژوهش، ا
عداد  ـــلولت يت  هايس يد بوده و جمع طاني مف ـــر س
سالم به  هايسلولسرطاني كاهش يافت ولي  هايسلول

  قرار گرفتند. تأثيرميزان خيلي كمتري تحت 
ـــتفاده از تكنيك  ـــي بيان ژن با اس -RTنتايج بررس

qPCR  نشـــان داد كه بيان ژنBCL2  در رده ســـلولي
AGS  29و-HT  غلظت با با تيمارml/µg 100  ـــاره عص

ساعت نسبت به ژن  24گياه در مدت هيدروالكلي و آبي 
 يــافــتكــاهش  داريمعنيبتــااكتين بــه طور  كنترل

)05/0P< يان ژن به ژن كنترل BAX) و ب بت  ـــ  نس
ـــت ( داريمعنيبتااكتين به طور  ) >05/0pافزايش داش
سبت  سرطاني  هاينمونهنيز در  BAX/BCL2بنابراين ن

  
سلول ها در زمان  -1شكل  ستي  سه با نمونه كنترل 24ميانگين توان زي صاره آبي، ( تأثير): A(. ساعت در مقاي صاره  تأثير): Bع سلولي  هايردههيدروالكلي بر ع

)AGS, HT-29, SKM .(انحراف معيار نشان داده شده است±به صورت ميانگين هاداده  
  

  
  µg/ml 100 در غلظت سرطاني هايسلولاثر عصاره هيدروالكلي گياه دغدغك بر  -2شكل 

A :هايسلول HT-29 ،قبل از تيمارB:  ،بعد از تيمارC :هايسلول AGS ،قبل از تيمارDبعد از تيمار :،E :هايسلول SKM ،قبل از تيمارFبعد از تيمار :  
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  .)3(شكل  دغدغك افزايش يافت بعد از تيمار با عصاره
عصاره گياه دغدغك باعث كاهش بيش از پنجاه درصد 

) محاسبه IC50شود كه مقادير (مي هاسلولميزان بقاي 
در زمان  SKMو  AGS ،HT-29 هايســلولشــده براي 

ـــاعت به ترتيب  24 و  09/51±98/0، 69/48±21/1س
  ميكروگرم بود. < 100

ــا ـــ ــده در فلوسـ ـــ ــامل نتايج ارائه شـ ـــ يتومتري شـ
صــــــــد جمعيت  زنده، نكروزه، آپوپتوز هايسلول در

ـده با هايسلولبراي  )آپوپتوز اوليه و ثانويه( ـ  تيمار ش
ياهي عصـــاره ظت با  گ عت  24در  µg/ml 5غل ســـا

  . )2جدول باشــد (مي
دهد نتايج حاصـــل از فلوســـايتومتري نشـــان مي

ــاره ه  ميكرومولار 100 در غلظت ياهگ يدروالكليكه عص
، 68/3 زنده، هايســـلولدرصـــد  25/94، 18/92 باعث

آپوپتوز درصــد  09/2، 41/3 ،آپوپتوز اوليه درصــد 04/2
يب در نكروز درصـــد  11/1 و 09/1 و تأخيري به ترت

  شده است. HT-29 و AGS هايسلول
بات فنلي وجود  هان مختلف، تركي يا كه در گ جا  از آن

. از اين ت شده استدارد كه خاصيت ضدسرطاني آنها ثاب
 ±محتويات فنلي گياه دغدغك به صـــورت ميانگين  رو،

S.D  سه تكرار ) كه به ترتيب بر 22شد ( گيرياندازهدر 
ـــيد در  ـــاس معادله گاليك اس ـــارهاس آبي و  هايعص

ــا  ــر ب ــراب ــي ب ــل ــك ــدروال ــي و  mg/g08/0±85/5ه
mg/g05/0±02/5 )GAE.بود (  

  
   بحث

ــرط ــيار زياد س ــيوع بس ان در ايران و جهان نياز به ش
 را داروهايي با عوارض جانبي كمتر و اثرات درماني بهتر

ـــگران قرار  ـــت.  دادهمورد توجه پژوهش  كهطوريبهاس
ــرطاني براي درمان  ــد س ــياري از تركيبات ض امروزه بس
گيــاهي، دريــايي و  بع  منــا ـــرطــاني از  يمــاران س ب

اهان آيند. بســياري از گيدســت ميها بهميكروارگانيســم
ـــترده همچون  بومي ايران نيز داراي خواص درماني گس
شكيل تومور، درمان  سرطان، ممانعت از ت شگيري از  پي

ــندمي هاعفونتزخم و  ــر به دليل باش . در پژوهش حاض
ياه  فاده از آن در  دغدغكاهميت گ ـــت  هاياقليمو اس

متفاوت ايران به بررســي اثرات ضــد ســرطاني اين گياه 
قات نشان داده است كه تركيبات توجه شده است. تحقي

) 16( فنلي موجود در گياهان خاصيت ضدسرطاني دارند
ستفاده در اين پژوهش نيز  و صاره گياه دغدغك مورد ا ع

ــبب كاهش جمعيت  ــلولس ــد هايس ــرطاني ش كه  س
دغدغك تواند به علت تركيبات فنلي در عصــاره گياه مي

يك روش  2010ســـوري و همكاران در ســـال باشـــد. 
گياه  60 اكسيدانيآنتيشي براي غربالگري فعاليت آزماي

 
شده با )A :HT-29،B :AGS( هايسلولدر  BCL-2و  BAX هايژنميزان بيان  -3شكل  صاره هيدروالكلي  تيمار  صاره و ع  µg/ml(گياه دغدغك آبي ع

  وه كنترلدر مقايسه با گر) 100
  

ـد جمعيت  -2جدول  ـ ـامل درص ـ ـايتومتري ش ـ ـده با عصاره  هايسلولآپوپتوز اوليه و ثانويه) براي آپوپتوزيس (زنده، نكروزه،  هايسلولنتايج فلوس ـ تيمار ش
 .ساعت 24) در مدت µg/ml5(با غلظت  ياهيگ

  (%) آپوپتوز ثانويه (%)آپوپتوز اوليه  (%)نكروزه (%)زندههايسلول  نوع سلول
HT-29  25/94 11/1 04/2  09/2  
AGS  18/92 09/1 68/3  41/3  
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  كلون و معده يسرطان يهاسلول يهاردهبر كدغدغ اهيگ عصاره يسرطانضداثر                                                                                                                        

سيد  وايراني معرفي كردند  سيون ا سيدا با آزمايش پراك
ستفاده از  تيوباربيتوريك -2-دي اتيل-3، 1لينولئيك با ا

ـــان دادند كه گياه دغدغك  ـــيد به عنوان معرف نش اس
ــيت  ــيدانيآنتيخاص ). مطالعات زيادي بر 30( دارد اكس

گياهان هم خانواده اين گياه انجام روي گياه دغدغك و 
ست ( سال در مطالعه ).31شده ا انجام  2017اي كه در 

جدا شـده از عصـاره  D-pinitolمشـخص شـد كه  ،شـد
ضد التهابي براي  Colutea cilicica هايبرگ يك عامل 

سان خون  يلوييديم هايسلولسرطان درمان   K562ان
ـــلولي و آپوپتوز ،اســــت كه در تكثير س ند  در  هر چ
) در پژوهشـــي 32گذارد (نمي تأثير K562 هايســـلول
ـــال  ديگر، ـــاره  2017در س ـــان دادند كه عص  يآبنش

 cilicica Colutea مقدار  ).33( است مؤثردر ترميم زخم
تركيباتي  ترينمهمفنل موجود در گياه دغدغك يكي از 

شد كه  تواندمياست كه  شته با ضدسرطاني دا خاصيت 
قدار  با  ايهعصـــارهدر اين م يدروالكلي برابر  آبي و ه

g/mg08/0±85/5  وg/mg05/0±02/5 )GAE( شابه م
 بود Colutea persica Boissمقدار فنل گزارش شده در 

توســط جهرمي و همكاران گزارش  2016كه در ســال 
  ).34شده بود (

ـــياري بر روي ميزان  علاوه بر اين،  تأثيرمطالعات بس
سرطان تركيبات گياهي ستگاه گوارش  هايمختلف بر  د

چندين ماده شــيميايي گياهي مانند  انجام شــده اســت.
سيلي بينين داراي  سولفورافان يا  سوراترول، ليكوپن،  ر

 هايسلولفعاليت ضد توموري و سميت نسبتاً كم براي 
ـــتند ها را ؛ طبيعي هس نابراين آن در تركيب با  توانميب

ـــتفاده كرد كه اثرات  ـــد تومور معمولي اس داروهاي ض
ــــان دهــد افزاييهم ـــرطــان نش . )35( در درمــان س

ـــول يك تركيب دي  ـــل با نام تجاري تاكس پاكليتاكس
طبيعي اســـت كه از پوســـت  ايحلقهترپنوئيدي ســـه 

سم  شده كه مكاني سرخدار در اقيانوس آرام جدا  درخت 
را در انواع سرطان از جمله  فرديمنحصربهضد سرطاني 

مكاران كيم و ه .)36( ســرطان معده نشــان داده اســت
 هايســـلولاثرات ســـيليمارين را بر تكثير و آپوپتوز در 

سان ( شخص  ندكرد) ارزيابي AGSسرطان معده ان و م
ـــد كه زنده ماندن و مهاجرت  ـــلولش به  AGS هايس

سيليمارين به طور  سته به دوز پس از تجويز  صورت واب

عداد اجســـام  كاهش، ميزان آپوپتوز و ت بل توجهي  قا
ســـته به غلظت افزايش و بيان آپوپتوزي به صـــورت واب

2-Bcl  1/2وERK-p ) فت يا ته37كاهش  ياف هاي ). 
ـــال  ـــفهاني و همكاران در س ، 2012پژوهش دلالي اص

صاره متانولي برگ گياه بومادران به شان داد كه ع علت ن
وجود تركيبات فنولي اثر مهاري روي رده سلولي سرطان 

سروي و همك ).38دارد ( HT-29كولون  ساخ ل اران در 
كه 2021 ـــلول  گزارش كردند  قاي س كمترين ميزان ب

ظت  تانولي برگع mg/ml 4/6كولون در غل  صــــاره ا
wilhelmsii Achillea ) مشــاطي و  ).39مشــاهده شــد

سال  ، نشان دادند كه عصاره متانولي 2017همكاران در 
A. annua شد رده سرطاني سبب كاهش ر سلولي  هاي 

عده ( ظتHT-29( ) وكولونAGSم با غل هاي مختلف ) 
  ).40شود (ساعت مي 72مدت در 

شده در  وميرمرگمقدار  سرطاني  هايسلولمشاهده 
ستفاده غلظتدر  صاره گياه دغدغك مورد ا هاي بالاي ع

لي ندر اين پژوهش قابل توجيه اســت، چراكه تركيبات ف
سيب به  سبب آ هاي بدن و بافت هاسلولدر غلظت بالا 

ـــودمي كه ممكن اســــت ه ش ند  ماده در هر چ مان 
ـــلولي  تأثيرهاي كمتر غلظت ـــاختار س نامطلوبي بر س

) 2و  1شــكل نداشــته باشــد. با توجه به نتايج حاصــل (
سالم  هايسلولعصاره دغدغك بر  تأثيرمشاهده شد كه 

از اين  توانميسرطاني است و  هايسلولخيلي كمتر از 
سرطان  ضد تركيب به تنهايي و يا در تركيب با داروهاي 

ــتفا ــلولبا نابودي  زمانهم كهطوريبهده كرد اس  هايس
  سالم آسيب كمتري ببيند. هايسلولسرطاني، 

ـــرطان معده در ايران به طوركليبه ، ميزان ابتلا به س
ـــت ـــمگيري رو به افزايش اس در  كهطوريبه ،طور چش

شتري دارد و اكثراً  شيوع بي ساحلي درياي خزر  مناطق 
اســـت و ميزان ابتلا از نوع آدنوكارســـينوماي اپيدميك 

سن دارد.  ستقيمي با  سبت م سن  كهطوريبهن هر چه 
به آن افزايش مي رودميبالاتر  بد؛ اين ميزان ابتلا  يا

و  41بيشتر است ( هاخانمنسبت در مردها نيز نسبت به 
ست كه  .)42 سرطان معده عموماً يك بيماري خاموش ا

يص به . تشخماندميتا اواخر سير خود بدون نشانه باقي 
ــوار  ــدميموقع بيماري دش ــخيص  باش و بهترين راه تش

ـــخيص زخم خوش ـــرطان معده و حتي تش خيم آن س
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نيازمند ارزيابي دقيق از جمله راديوگرافي، آندوســكوپي، 
ست ( سي ا ). درمان 43سيتولوژي و نهايتاً مطالعه بيوپ

اين ســرطان در مراحل اوليه به كمك جراحي بوده و در 
م ـــيمي در ياز ش ـــورت ن به عنوان ص ماني  اني و پرتودر

مان ند شــــد ( هايدر فاده خواه ـــت ). 44تكميلي اس
ست كه از  سرطان معده ا سينوم از انواع مختلف  آدنوكار

شــود ترين انواع ســرطان در ايران محســوب ميكشــنده
ند در ).45( هه چ عه اخير د طال هان م يا  به دارويي گ

ــيميايي فعال تركيبات از مفيد يك منبع عنوان  و بيوش
 تركيبات و گياهان از بسياري است. يافته ارويي افزايشد

ـــنتي طب ها درآن  درمان براي دنيا نقاط اكثر در س
ستفاده سرطان جمله مختلف از هايبيماري  شوندمي ا

ــتفاده بين اين ) در46( ــتق تركيبات دارويي از اس  مش
 عوارض دليل دارد و به زيادي قدمت گياهان از شـــده
ــيميا داروهاي جانبي ــتفاده از گياهانش  دارويي يي، اس
ــد ــت ( توجهي قابل رش ــته اس ). از طرف ديگر، 47داش

مهمي  نقش گياهان از آمده دست به تركيبات و مشتقات
سان و سلامت در مختلف از جمله  هايبيماريدرمان  ان

  ).48است ( كرده ايفا سرطان
  

  گيرينتيجه
صاره دغدغك با  شد كه ع شان داده  سي ن در اين برر

ي بب  2BCLو  BAX هايژنان تغيير در ميزان ب ـــ س
سرطان معده  هايسلولريزي شده در القاي مرگ برنامه

 .شودو كولون مي
سميت  شد كه آثار  شخص  صل م ساس نتايج حا بر ا

سلولي   AGSسلولي عصاره هيدروالكلي دغدغك بر رده 
، اين اثر طوركليبهبيشتر از عصاره آبي است.  HT-29و 

ياه مي بات فنلي موجود در اين گ به تركي ند مربوط  توا
توان از اين گياه به صــورت كامل و يا باشــد بنابراين مي

ـــتق از آن (مــاننــد تركيبــات فنلي و  تركيبــات مش
سرطان معده و  هايسلولفلاونوئيدها) در كاهش تعداد 

سرطان كلون استفاده كرد. با توجه به اين نكته كه گياه 
ـــت كه در مناطق جنوبي دغدغك از جمله گي اهاني اس

سط بوميان به عنوان گ ستفاده ايران تو ياه دارويي مورد ا
عه تگيرد، ميقرار مي طال ـــبي براي م ناس نه م ند گزي وا

سرطان هاي دستگاه گوارش باشد. نتايج به درماني روي 

ـــده  ـــام شـ ـــژوهش انجـ  دهندهنشاندست آمده از پـ
ايـن گياه  خاصـيت پروآپوپتوتيـك دغدغك و اثربخشـي

ـيع ـرطان معده و روده م ـد. كم بودن ليه سلول س باش
ياهي، دارا بودن  پائين فراورده گ نه  جانبي، هزي اثرات 

هاي به اثرهاي مفيد، خاصــيت دارويي گياهان و عصــاره
ــت آمده از آنها در درمان  ــده  هابيماريدس ــناخته ش ش

ـــتفاده از آن ـــت و ترجيح اس ها به دليل ميزان دوز اس
ـــتآنتر و اثرات جانبي كمتر نپايي ـــتفاده از هاس . اس

ـــيميايي غلظت ـــاره به همراه داروي ش هاي بالاتر عص
تواند موجب افزايش اثرات اين داروها ضـــدســـرطان مي

شــود. از اين رو امروزه محققين به داروهاي گياهي روي 
اند. در اين راستا، تعيين داروهايي كه اثر اختصاصي آورده

ـــلولبر  ـــرطا هايس ـــد س ني دارند و توانايي مهار رش
شند و بومي مناطقي از  هايسلول شته با سرطاني را دا

  كشور باشند اهميت بيشتري دارد.
 

  تقدير و تشكر
از همكاري مســـئولين محترم دانشـــگاه تحصـــيلات 
ــميمانه تشــكر  ــرفته ص ــنعتي و فناوري پيش تكميلي ص

  .شودمي
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