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بر  Trifolium cherleri اهیعصاره گ یو ضدسرطان ییایضدباکتر تیخاص ،ییایمیتوشیف باتیترک یبررس

  9و کاسپاز  3 کاسپاز يآپوپتوز يهاژن انیب زیو آنال )A549( هیسرطان ر یرده سلول يرو
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 قــا،یفرآ یباشد که بــومیم Fabaceaeخانواده  از یعلف اهانیگ يهااز گونه یکی Trifolium cherleri اهیگ :زمینه و هدف

ســت کــه از نظــر ا رانیدر ا Fabaceaeخانواده  ياعلوفه اهانیگ نیجزء مهمتر اهیگ نیا ن،یباشد. همچنیم ایو استرال ایآس

ثــرات ، اT. cherleri اهیــعصــاره گ ییایمیتوشــیف بــاتیترک یبررســ ،مطالعه نیاست. هدف از ا تیاهم داراي یطب سنت

  د.وبعصاره  نیا یاثرات ضدسرطان ،ییایضدباکتر

 بــاتیتــدا ترک. ابدیبــه انجــام رســ یدر دانشــگاه آزاد اســلام 1395از مهر تا بهمن ماه  یمطالعه تجرب نیا :روش بررسی

شــد و  ییشناســا Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)بــا روش  T. cherleri اهیعصاره گ ییایمیتوشیف

ــرات ضــدباکتربــه اثــرات  ن،یشــد. همچنــ یبررســ (MIC) یغلظــت مهارکننــدگ نیآن بــا روش کمتــر ییایدنبال آن اث

 يهــاژن انیــشد. سپس، ب یابیارز (MTT) ینجرنگ س با روش (A549) هیسرطان ر یرده سلول يبر رو آن یضدسرطان

  شد. يریگاندازه Real-Time PCRبا روش  9و  3کاسپاز  يآپوپتوز

ن مربــوط بــه آ نیشــتریباشــد کــه بیم بیــترک 20 يدارا اهیــنشان داد که عصــاره گ ییایمیتوشیف باتیترک زیآنال ها:یافته

Hexadecanoic acid, ethyl ester )7/%20 و (Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl-2 )9/%19نیشــتری) بــود. عصــاره ب 

 یولســل تیســم يداشــت. عصــاره دارا وژنزیپــا وکوساســترپتوکو  اورئــوس لوکوکوسیاستاف يهايباکتر يرا رو ریتاث

 3اســپاز ک يآپوپتوز يهاژن انیب شیافزا Real-Time PCR جینتا ن،یبود. همچن A549 یرده سلول يوابسته به دوز بر رو

  نشان داد.) =27/0P( 3/3±46/0 و )=34/0P( 0/2±27/57 زانیمبه  بیرا به ترت 9و 

نی داراي اثــرات ضــدمیکروبی و ضدســرطا T. cherleriگیــاه رســد کــه عصــاره نظر میبــهر اساس نتایج، بگیري: نتیجه

 دارویــی را اده در صــنایععنوان یکی از گیاهــان بــومی کشــورمان پتانســیل اســتفتواند بهباشد و بنابراین میمیگیر چشم

  .داشته باشد

  .ن واقعیدر زما مرازیپل يارهیواکنش زنج ،یسلول تیسم ،ییای، اثرات ضدباکترTrifolium cherleri :لیديک لماتک

 

  
ها از دیرباز تاکنون از آن برگرفتههاي گیاهان دارویی و عصاره

ست و بسیاري از ترکیبات تشکیل بوده ا پژوهشگرانمورد توجه 

  وسط سازمان غذا و داروي ـی تـاي گیاهـهسـاره و اسانـده عصـدهن

  

اند. همچنین اثرات ضدمیکروبی، امن معرفی شدهخطر و آمریکا بی

ها نیز مورد ضدویروسی، ضدسرطانی و سایر خواص دارویی آن

ی بروز در حال حاضر با توجه به گستردگ 1اند.مطالعه قرار گرفته

هاي میکروبی، یافتن داروي جایگزین با عوارض جانبی کمتر مقاومت

به همین علت  2اي برخوردار است.جهت درمان از اهمیت ویژه

  مقدمه

 
  

  مقاله اصیل

 

  349تا  343هاي ، صفحه5شماره  ،75دوره ، 1396مرداد ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

  31/05/1396آنلاین:      30/05/1396پذیرش:      20/05/1396: ویرایش     16/01/1396دریافت:          چکیده
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  349تا  343 ،5، شماره 75، دوره 1396 مردادی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

هاي گیاهی مختلف که داراي اثرات ضدمیکروبی عصاره کارگیريهب

هاي میکروبی، بیماري بر مقاومت افزون 3.اهمیت است دارايهستند، 

شمار ز مهمترین علل مرگ و میر در سرتاسر دنیا بهسرطان نیز یکی ا

ها رود که در این میان سرطان ریه یکی از شایعترین سرطانمی

رشد مشخصه  از سرطان نوعدر واقع، در این  5و4شود.محسوب می

 شایعیکی از علل  6گیرد.انجام می ریه هايبافتدر  نشده سلول کنترل

یک مدت براي  دود دخانیاتقرار گرفتن در معرض ، سرطان ریه

در سراسر باشد. می سرطان از این نوع %90طولانی است که دلیل 

دنیا، سرطان ریه شایعترین دلیل مرگ و میر مربوط به سرطان در بین 

 GLOBOCANاساس گزارش  بر رود وشمار میزنان و مردان به

   7.در سال است میلیون مرگ و میر 38/1مسئول سرطان ریه  2008

هاي ن ریه روشهاي رایج جهت درمان سرطاامروزه درمان

گرایش  تازگیبهباشد اما می درمانیشیمی و پرتودرمانی، جراحی

شناسی به سمت شناسی و زیستعلم گیاه پژوهشگرانبسیاري از 

طور کلی، هب 8پیدا کرده است. جهتداروهاي طبیعی ضدسرطان 

هاي شیمیایی ترکیبات گیاهی که خاصیت ضدتوموري دارند در گروه

یدها، ترکیبات فنلی و ییدها، گلیکوزیدها، فلاوونویآلدهیدها، آلکالو

داروهاي  %60است که بیش از  گفتنیگیرند و یدها قرار مییترپنو

 9ند.هستمنابع طبیعی مانند عصاره گیاهان  برگرفتهرایج ضدسرطانی 

جزء مهمترین گیاهان متعلق به خانواده شبدرها است.  Trifoliumگیاه 

مناطق معتدل و مرطوب است که از نظر  Fabaceae اي خانوادهعلوفه

  . است فراوانیاي و مرتعی داراي ارزش علوفه

گیاهی و ذخایر توارثی  ژنبانک  اخیر هايبررسیبر اساس 

هاي تعداد گونه ،اصلاح و تهیه نهال و بذر هايپژوهشموسسه 

است که از این تعداد  گونه 54حدود  ایرانشناخته شده شبدر در 

صورت وسیع کشت به   Trifolium cherleriبه نام شبدر ایرانیگونه 

ف از انجام این مطالعه، بررسی ترکیبات بنابراین هد 10.شوندمی

       فیتوشیمیایی، خاصیت ضدباکتریایی و ضدسرطانی عصاره گیاه

T. cherleri ) بر روي رده سلولی سرطان ریهA549 و آنالیز بیان (

  باشد. می 9و کاسپاز  3هاي آپوپتوزي کاسپاز ژن

  

  
  در دانشگاه  1395ر تا بهمن ماه ـاز مه هـی کـدر این مطالعه تجرب

 T. cherleriرسید، ابتدا پودر گیاه  به انجام  رودهنآزاد اسلامی واحد 

ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی  از مرکز P1006678با شماره هرباریومی 

ایران تهیه گردید و در شرایط بهینه و مناسب نگهداري شد. براي تهیه 

از پودر گیاه  g 40 خیساندن، ابتدا میزانیا  عصاره به روش ماسراسیون

T. cherleri را وزن نموده و ml 300  را به گیاه اضافه  %90از الکل

قرار  rpm 90ساعت در دستگاه شیکر با دور  24نموده و به مدت 

ساعت از کاغذ صافی و فیلتر سرسرنگ براي  24از  پسداده شد. 

قرار داده شد  C° 37 ر دمايبا د فیلتر کردن استفاده شد و در انکوباتور

 به متصل کروماتوگرافی طور کامل تبخیر شود. آنالیز گازتا الکل آن به

-Gas chromatography-mass spectrometry, GCجرمی  نگار طیف

MS  عصاره هگزانی گیاهT. cherleri  دستگاه      با Agilent 6890 

(Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA)  .انجام گرفت

بود و  mm 25/0 و قطر داخلی m 30 ، طول ستونDB-5نوع ستون 

 eV 70به منظور ردیابی، از سامانه پونیزاسیون الکترونی با انرژي 

  استفاده شد. 

C تا 50ریزي حرارتی ستون از برنامه
با سرعت افزایش  250 °

ار و مقد %99/99در دقیقه انجام گرفت. گاز حامل هلیوم  C° 6 دماي

در دقیقه تنظیم شده بود.  ml 15 و سرعت جریان گاز µl 1 تزریق

 ياسپکترومتر یبه دستگاه گازکروماتوگرافاز عصاره گیاه  µl 1 حجم

دست آمده از دستگاه با هو سپس نتایج بشد  قیتزر (GC/MS) یجرم

مراجعه به فرهنگ طبیعی ترکیبات طبیعی مورد شناسایی قرار گرفت. 

موجود در  هايدادهبا استفاده از  GC-MSهاي یفتجزیه و تحلیل ط

 National Institute Standard and Technologyبانک اطلاعاتی 

(NIST)  انجام شد. نام، وزن مولکولی و ساختار ترکیب مواد

منظور ارزیابی میزان اثرات جداسازي شده مورد تایید قرار گرفت. به

روش کمترین غلظت  از T. cherleriضدباکتریایی عصاره گیاه 

استفاده  (Minimum inhibitory concentration, MIC)مهارکنندگی 

 Clinical and Laboratoryبر اساس استاندارد  MICشد. آزمایش 

Standards Institute (CLSI) صورت سه بار تکرار با استفاده از هو ب

هاي اي براي باکتريخانه 96هاي روش میکرودایلوشن در پلیت

استرپتوکوکوس ، ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوساندارد است

و  ATCC 13076 سالمونلا انتریتیدیس، ATCC 19615 پایوژنز

    هايانجام شد. عصاره از غلظت ATCC 35152 لیستریا مونوسیتوژنز

mg/ml 5/62  ها ریخته و با محیط کشت به داخل چاهک 4000تا

  بررسیروش 
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رسانده شد.  µl 100 تا حجم (HiMedia, India)مولر هینتون براث 

با غلظت  هااز کشت میکروبی سویه µl 50 همه چاهک ها با مقدار

عنوان کمترین غلظت به MICنیم مک فارلند اضافه شد. مقدار 

است که  یادآوريشود. لازم به مهارکننده رشد باکتري محسوب می

، از چاهک حاوي باکتري فاقد عصاره به MICجهت تعیین غلظت 

        سمیت سلولی محاسبه منظورکنترل منفی استفاده شد. به عنوان

T. cherleri سرطانی ریه سلولی يرده علیه A549  از روشMTT 

Assay معرف . استفاده شدMTT )3 -)4  دي متیل -5و          

مورد استفاده در دي فنیل تترازولیوم بروماید)  -5و 2- )2-تترازولیل 

جذب میتوکندري  ،ولیوم زرد رنگ استکه یک نمک تترازاین تست 

هاي هاي فعال متابولیک شده و در اثر فعالیت آنزیمسلولو 

که در حلال  دهدمیدهیدروژناز، تولید بلور فورمازان بنفش رنگ 

شده و میزان رنگ تولید شده با اسپکتروفتومتري  مناسب حل

 104ان جهت انجام این آزمون، ابتدا تعداد یکس .شودمیگیري اندازه

اي مخصوص کشت خانه 96هاي پلیت سلول در هر یک از چاهک

، mg/ml  78/0، 56/1 ،12/3هايغلظتسلول ریخته شد. به دنبال آن 

در فاصله زمانی  از عصاره مدنظر تهیه شده و 100، 50، 5/12، 25/6

  تاثیر داده شد.  A549ساعت بر روي رده سلولی  24

اي خانه 96هاي پلیت کاز گذشت این مدت، محتواي چاه پس

 به MTT (Sigma, Germany)از محلول رنگ  µl 20 برداشته شده و

ساعت انکوباسیون ادامه  چهار و به مدت شدهر چاهک اضافه  داخل

 µl 100 Dimethyl sulfoxide وشده حذف  MTTسپس رنگ  یافت.

(DMSO) در طول موج  هاچاهک جذبو  به هر چاهک اضافه شد

 ,ELISA Reader (Organon Teknikaا استفاده از نانومتر ب 590

Boxtel, The Netherlands) ها و میزان کشندگی سلول خوانده شد

  توسط فرمول زیر محاسبه شد:

% Cell inhibition= 100- [(At-Ab)/(Ac-Ab)] × 100  کهAt =

= جذب Ac=جذب نمونه بلانک و Abجذب نمونه مورد تست، 

  نمونه کنترل است.

و  casp3( 9و  3هاي آپوپتوزي کاسپاز زیابی بیان ژنجهت ار

casp9 از روش (Real-Time PCR  ،استفاده شد. به این منظور         

          هاي تیمار شده با عصاره با استفاده ازکل سلول RNAابتدا 

RNA extraction kit (Sinnagene, Tehran, Iran) دستورکار بر اساس 

                استخراج شده با استفاده RNAظت آن استخراج شد و غل

 ,NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientificاز 

Inc., Waltham, MA, USA) دنبال آن، جهت سنتز مشخص گردید. به

cDNA  ازcDNA synthesis kit (Formentas, Vilnius, Lithuania) 

، یک x5بافر  µl 5 زا cDNAطوري که در سنتز هب ،استفاده شد

از  Random hexamer، µl 5/0پرایمرهاي  RNA، µl 5/0میکروگرم 

 RNase، یک میکرولیتر dNTPs، دو میکرولیتر Oligo dTپرایمر 

inhibitor یک میکرولیتر ،Reverse Transcriptase )20  واحد در

میکرولیتر)  20میکرولیتر) و آب مقطر دو بار تقطیر (تا حجم نهایی 

   دقیقه در دماي پنجاز برنامه دمایی  cDNAاده گردید. در سنتز استف

C
C دقیقه در دماي 60، 25 °

C دقیقه در دماي پنجو  42 °
   و 70 °

C دقیقه در دماي پنج
             cDNAاز سنتز  پساستفاده شد.  4 °

        از پرایمرهاي  9و  3هاي کاسپاز به منظور بررسی بیان ژن

 -'5 هايترتیب با توالیبه casp9و  casp3اختصاصی 

ATGGGAGCAAGTCAGTGGAC -3'  ،

CGTACCAGAGCGAGATGACA -3'  5'- 5و'- 

GGCGGAGCTCATGATGTCTGTG -3'  5و'- 

TTCCGGTGTGCCATCTCCATCA -3'  .استفاده شد  

-'5با توالی پرایمري  GAPDHهمچنین از ژن مرجع 

CGTCTGCCCTATCAACTTTCG-3' 5 رفت و'-

CGTTTCTCAGGCTCCCTCT-3'  ،برگشتی استفاده شد. در نهایت

 Real-Time PCR (Bioneer, Korea)ها از روش براي بررسی بیان ژن

 SPSSدست آمده در این مطالعه توسط هاستفاده شد. نتایج ب

software, version 22 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA)  مورد

-One)طرفه اریانس یکتجزیه و تحلیل قرار گرفت و نتایج با آنالیز و

way ANOVA)  05/0مورد بررسی قرار گرفت وP  معنادار در نظر

نشان داده  SEM±صورت انحراف از معیار هگرفته شد. نتایج تجربی ب

  بار تکرار انجام شد.  3صورت هها بشد و تمامی تست

  

  
یک را نشان داد که پ 20عصاره گیاه  GC-MSآنالیز کروماتوگرام 

وجود ترکیبات فیتوشیمیایی موجود در گیاه را مشخص نمود. با 

 National Institute of Standardsکتابخانه  هايدادهها با مقایسه طیف

and Technology (NIST) ،20  ترکیب شیمیایی شناسایی شد. از میان  

  هایافته
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  منتخب ياهيباکتر هیعل T. cherleri اهیعصاره گ MIC جی: نتا1جدول 

  (mg/ml) غلظت مهارکنندگی  نام باکتري

  25  استافیلوکوکوس اورئوس

  100  استرپتوکوکوس پایوژنز

  50  لیستریا مونوسیتوژنز

  200  سالمونلا انتریتیدیس

  
  

  

  

  

  

  

  
  

 .Tمختلف عصاره  يهادر برابر غلظت A549 يهاسلول يدرصد بقا :1 نمودار

cherleri  کنترل  يهابا نمونه سهیصورت درصد بقا در مقابه جیساعت. نتا 24در مدت زمان

  .)P، ** 01/0<P ،*** 001/0<P ،3=n>05/0 *( گزارش شده است

  
) و Hexadecanoic acid, ethyl ester )7/20%ترکیبات شناسایی شده 

2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl )9/19% داراي بیشترین (

عصاره الکلی  باکتریاییضد اثراتدرصد مواد تشکیل دهنده بودند. 

براي  mg/ml 200 ،100، 50، 25هاي با غلظت T. cherleri گیاه

استرپتوکوکوس ، ATCC 25923 استافیلوکوکوس اورئوسهاي باکتري

و  ATCC 13076 سالمونلا انتریتیدیس، ATCC 19615 پایوژنز

انجام شد. نتایج  MICبا روش  ATCC 35152لیستریا مونوسیتوژنز 

هاي مورد مطالعه باکترياد که عصاره گیاه مدنظر روي تمامی نشان د

کمترین غلظت مهارکنندگی که طوريهدارد، ب باکتریاییخاصیت ضد

(MIC)  و بیشترین مربوط  استافیلوکوکوس اورئوسعصاره مربوط به

هاي ولابتدا تیمار سل ).1(جدول  سالمونلا انتریتیدیسباکتري بود با 

A549 هايبا غلظتmg/ml  78/0 ،5/1 ،12/3 ،25/6 ،5/12 ،50 ،100   

  

  

  

  
. (GAPDH)نسبت به ژن کنترل  9و کاسپاز  3هاي کاسپاز میزان بیان ژن :2 نمودار

تیمار شده با عصاره  A549به ژن مرجع در رده سلولی  9و کاسپاز  3هاي کاسپاز نسبت بیان ژن

ساعت مشاهده  24افزایش طی  05/0P (46/0±3/3و 05/0P (27/0±57/2 )میزان به میزان (به

  شد.

  
انجام گرفت و سپس درصد زنده ماندن  T. cherleriاز عصاره 

ساعت بررسی شد. نتایج سمیت  24ها پس از مدت زمان سلول

ساعت  24در مدت زمان  A549هاي سلولی نشان داد که تیمار سلول

، 84±83/0، 7/95±51/0ها به میزان ترتیب سبب کاهش بقاي سلولبه

97/0±76 ،64/0±7/61 ،15/0±7/55 ،77/0±9/41 ،34/0±5/36 ،

  ). 1شد (شکل  38/0±61/29

هاي بین غلظتسمیت سلولی  نتایج حاصل از مقایسه تست

 مدت درعصاره د که دانشان  A549عصاره در رده سلولی مختلف 

بیشترین تاثیر سمیت سلولی را  mg/ml 100 ساعت و غلظت 24زمان 

      غلظت، ساعت 24زمان مدت  در، ) و در مقابل001/0Pداشته (

mg 78/0 ماري آها داشته که از لحاظ کمترین تاثیر را بر روي سلول

تغییر در بیان ). <05/0P( دبودار نادر مقایسه با گروه کنترل معن

تیمار شده با  A549هاي در سلول casp9و  casp3هاي آپوپتوزي ژن

 Real-Timeبا استفاده از روش  T. cherleriعصاره گیاه  IC50غلظت 

PCR اساس  بر آن هايساعت ارزیابی شد و آنالیز داده 24از  پس

 هايمقایسه چرخه آستانه انجام شد. در این مطالعه، اختلاف چرخه

هاي تیمار شده هاي مورد آزمایش (سلولدست آمده از نمونهآستانه به

) عصاره هاي تیمار نشده باهاي کنترل (سلول) و نمونهعصاره با

هدف  نسبت ژن( ΔΔCtبا استفاده از فرمول میزان بیان ژن و محاسبه 
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د. نتایج نشان محاسبه ش) ΔΔCt–2از طریق  )GAPDH( به ژن مرجع

نسبت به ژن مرجع در رده  Casp9و  Casp3هاي داد که بیان ژن

 و 05/0P (27/57±0/2ترتیب به میزان (به A549سلولی سرطانی 

)34/0P=( 46/3±0/3 )27/0P= ( شکل  24طی) ساعت افزایش یافت

2.(   

 

  
از منابع گیاهی در  برگرفتهتاکنون طیف وسیعی از داروهاي 

گیرد که داراي خواص ضدسرطانی و پزشکی مورد استفاده قرار می

ا ماده بنابراین مراحل مختلفی نیاز است ت 12و11ضدمیکروبی هستند.

عنوان داروي استاندارد با کمترین خطرات اثر جانبی موثره یک گیاه به

گیري آغاز هاي مختلف عصارهیند از روشآمعرفی شود که این فر

هاي میکروبی و سرطانی در ها بر روي سلولشده و با انجام آزمایش

 In vivoمحیط آزمایشگاه ادامه یافته و در نهایت با انجام مطالعات 

   13شود.د بازار میوار

در این پژوهش اثرات زیستی یکی از گیاهان کشور ایران به نام 

Trifolium cherleri  که از خانوادهFabaceae  است، مورد مطالعه قرار

توسط روش  T. cherleri در این مطالعه، ابتدا عصاره گیاهگرفت. 

ماسراسیون تهیه گردید و سپس عصاره جهت شناسایی ترکیبات 

آنالیز کروماتوگرام  قرار گرفت. GC-MSفیتوشیمیایی آن تحت آنالیز 

GC-MS  پیک را نشان داد که نشان دهنده وجود  20عصاره گیاه

ها، باشد که با مقایسه طیفترکیبات فیتوشیمیایی موجود در گیاه می

یب شیمیایی شناسایی شد. از میان ترکیبات شناسایی شده ترک 20

Hexadecanoic acid, ethyl ester )7/20% 2) و-Pentadecanone, 

6,10,14-trimethyl )9/19% داراي بیشترین درصد مواد تشکیل (

  دهنده بودند. 

Sharaf M  و همکارانش ترکیبات شیمیایی گیاهTrifolium 

alexandrinum ها نشان داد را مورد مطالعه قرار دادند. نتایج مطالعه آن

-Apigenin 7-O-beta-Dو  Quercetin ،Kkaempferolکه ترکیبات 

glucoside 14این گیاه بودند. بیشترین ترکیبات تشکیل دهنده عصاره 

Ertaş A  و همکارانش ترکیبات شیمیایی اسانس گیاهTrifolium 

angustifolium var. angustifolium روش  را باGC-MS  شناسایی

 ,Palmitic acid (29.8%)که  نشان داد پژوهشهاي این . یافتهکردند

linoleic acid (18.6%) and oleic acid (10.5%)  بیشترین میزان

یکی از دلایلی که ممکن است ترکیبات  20دهند.ترکیب را نشان می

هاي مختلف هاي یک جنس از یک گیاه ولی گونهفیتوشیمیایی عصاره

دلیل نوع منطقه جغرافیایی و محل رشد این  بهتواند متفاوت باشد، می

یکی دیگر از اهداف این مطالعه، بررسی خواص ضد  15گیاه باشد.

طوري که نتایج نشان داد که هبود ب T. cherleriباکتریایی عصاره 

هاي مورد مطالعه خاصیت عصاره گیاه روي تمامی باکتري

 در غلظتنندگی کمترین غلظت مهارککه  طوريهضدمیکروبی دارد، ب

mg/ml 25 و  استافیلوکوکوس اورئوسبراي باکتري  از عصاره

 سالمونلا انتریتیدیسباکتري  براي mg/ml200 در غلظت  آن بیشترین

  دست آمد. هب

 ی بریان داروهاي گیاهعصارهضدمیکروبی کلی خواص  طورهب

که است هاي گرم مثبت نسبت به گرم منفی بیشتر روي باکتري

هاي گرم ساکاریدي خارجی باکتريدلیل وجود غشاي پلید بهتوانمی

 یکروبیم يهامانع نفوذ عصاره به درون سلول کهمنفی باشد 

 T. cherleri هاي مهم ضدمیکروبی عصارهیکی از مکانیسم 16.شودیم

تواند خاصیت آبگریزي برخی از ترکیبات این عصاره باشد که می

شود و هاي باکتري میسلولموجب نفوذ آن به لیپیدهاي غشاي 

ها و کند و موجب خروج و نشت یونساختمان سلولی را مختل می

مطالعات مختلفی در زمینه بررسی  17.شوددیگر محتویات سلولی می

انجام شده است.  Trifoliumاثرات ضدمیکروبی عصاره جنس گیاه 

Khan  و همکارانش خاصیت ضدباکتریایی عصاره گیاهTrifolium 

alexandrinum ها مورد مطالعه قرار داد. وي برخی از پاتوژنر را بر

هاي کلرومتانلی رشد باکترينتایج نشان داد که عصاره دي

باسیلوس و  کوس همولیتیکوساسترپتوکو، استافیلوکوکوس اورئوس

هاي گرم منفی مانند کند اما بر روي رشد باکتريرا مهار می سوبتیلیس

   18کم تاثیر است. شیگلا بوئیدي

همچنین در بخش دیگر این مطالعه، ارزیابی سمیت سلولی 

مورد  (A549)بر روي رده سلولی سرطانی ریه  T. cherleriعصاره 

 24زمان  مدت درداد که این عصاره  مطالعه قرار گرفت. نتایج نشان

 بیشترین تاثیر سمیت سلولی را داشته mg/ml 100 ساعت و غلظت

است. سمیت سلولی ناشی از ترکیبات شیمیایی موجود در عصاره 

طوري هتواند از مسیرهاي مختلف موجب مرگ سلولی شود، بگیاه می

هاي ط ژنیند آپوپتوز توسآکه در این مطالعه مرگ سلولی از طریق فر

  بحث
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کاسپاز مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که در 

افزایش  casp9و  casp3هاي ، بیان ژنA549هاي اثر تیمار سلول

  یابد، بنابراین مرگ سلولی از طریق آپوپتوز بوده است. می

و  Cدر واقع اثرات سمیت سلولی عصاره، آزاد شدن سیتوکروم 

دهد که در واقع باعث افزایش را افزایش می 3سپاز ینی کایبیان پروت

وسیله شروع مرگ سلولی هاي سرطانی بهآپوپتوز در سلول

میتوکندریایی بدون تغییرات شیمیایی و از طریق هدف قرار دادن 

ریزي شده سلولی طور کلی القاء مرگ برنامهبه 19شود.میتوکندري می

رمان سرطان به شمار یا آپوپتوز یکی از رویکردهاي جذاب در د

رود. در مطالعه حاضر نشان داده شد که عصاره هیدروالکلی گیاه می

T. cherleri در  9و  3هاي آپوپتوزي کاسپاز در افزایش بیان ژن

توان پیشنهاد نمود طوري که میهاي سرطانی ریه نقش دارد بهسلول

اعث ب 9که این عصاره از طریق مسیر درونی با فعال نمودن کاسپاز 

شود. نتایج این مطالعه نشان داد ریزي شده سلولی میالقاء مرگ برنامه

داراي اثرات بیولوژیکی ضدمیکروبی و  T. cherleriکه عصاره گیاه 

هاي تواند آپوپتوز را در سلولباشد و همچنین میضدسرطانی می

شود که مطالعات بیشتر القا کند. بنابراین پیشنهاد می A549سرطانی 

رد خواص زیستی این عصاره انجام گیرد تا اهمیت پزشکی این در مو

عنوان یک ترکیب عصاره بیشتر مشخص شود و بتوان در آینده به

 کاندیداي دارویی مورد استفاده قرار گیرد.   

بررسی "نامه عنوان این مقاله حاصل بخشی از پایان: سپاسگزاري

رطانی عصاره گیاه ترکیبات فیتوشیمیایی، اثرات ضدباکتریایی و ضدس

T. cherleri"  باشد که با می 1395در مقطع کارشناسی ارشد در سال

   حمایت دانشگاه آزاد اسلامی اجرا شده است.
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Background: Medicinal plants have been identified and used from prehistoric times 

and these plants make many chemical compounds for biological functions. Trifolium 

cherleri is an herbaceous species belonging to the family of the Fabaceae to Africa, 

Eurasia and Australia. T. cherleri is an important member of the Fabaceae family that is 

well-known herbal medicine in Iran. The aim of this study was to investigate the 

phytochemical composition, antibacterial and anti-cancer activities of T. cherleri 

extract. 

Methods: This experimental study was performed in Islamic Azad University, from 

December 2016 to February 2017. At first, the phytochemical constituents of T. 

cherleri extract were determined using gas chromatography-mass spectrometry (GC-

MS) method. Subsequently, the antibacterial activity of the extract was evaluated 

against some gram positive and negative pathogenic bacteria included Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Salmonella enteritidis 

ATCC 13076 and Listeria monocytogenes ATCC 35152 via minimum inhibitory 

concentration (MIC) method. Moreover, anticancer potential of extract was examined 

by colorimetric MTT assay toward lung cancer (A549) cell line. Then, the evaluation of 

caspase 3 and 9 apoptosis gene expression was determined using Real-Time 

Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR) technique. Moreover, the Real-Time 

PCR was performed using relative quantitative method. 

Results: The phytochemical analyses of T. cherleri extract showed the 20 major 

components and the most frequent component was belonged to hexadecanoic acid, 

ethyl ester (20.7%) and 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl (19.9%). The extract had 

maximum antibacterial effects against Staphylococcus aureus and Streptococcus 

pyogenes. There was a dose dependent increase in the cytotoxicity effect of extract 

against A549 cancer cell. Moreover, the Real-Time PCR results indicated that the 

caspase 3 and caspase 9 gene expression was significantly up-regulated 2.57±0.27 

(P<0.05), and 3.3±0.46 (P<0.05), respectively. 

Conclusion: The results of this study showed that the T. cherleri extract had significant 

anti-bacterial and anti-cancer effects and it appear that the extract has potential uses for 

pharmaceutical industries. Moreover, it could be considered as a promising source for 

novel drug compounds, but more studies are needed. 

 

Keywords: anti-bacterial agents, cytotoxicity, real-time polymerase chain reaction, 

Trifolium cherleri. 
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