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 چكيده
ي در زنان است. سرطان يكي از بيماري و غيرواگير است، سرطان پستان نيز شايعترين سرطان عضو  تقريباكههاي شايع مزمن

. داروهاي گياهي طي قرون متمادي تنها منبع قابل دسترس جهت باشدمي پستان سرطانبه مبتلا نفريكزن ازهرهشت
و آلام بوده با. اند درمان دردها و در عصر حاضر و توسعه چشمگير كاربرد داروهاي سنتزي، هنوز گياهان دارويي وجود پيشرفت

از جمله كاربردهاي آنها در درمان سرطان است.. گيرند اشكال دارويي حاصل از آنها درمقياس وسيعي مورد استفاده قرار مي
از 4T1بر رده سلولي)Salvia officinalis(مطالعه حاضر به بررسي اثرات سايتو توكسيك گياه مريم گلي  استخراج شده

 پرداخته است. BALB/cهاي پستاني موش تومور
هاي منجمد در يخ خشك فريزو بعد از انتقال به دانشگاه اراك، سلول از انسيتوپاستور تهران تهيه گرديد 4T1رده سلولي

و سپس در محيط كشت  و براي RPMI1640 , 10%FBSشدند در24كشت داده شدند دار قرار CO2 انكوباتورساعت
گيري شد. سپس عصاره فيلتر عصاره digestionهاي خشك مريم گلي با استفاده از متانول به روش داده شدند. از برگ

و ما بقي آن توسط حلال و مقداري از آن كنار گذاشته شد و اتيل استات هاي غير شده قطبي هگزان، دي كلرومتان
ه تبخيركننده چرخشي حذف شد. ستگاد ده از تفاـسااـببي آن جدا شود. در نهايت حلالقط شستشو داده شد تا مواد غير
و هر يك از عصاره و آبي از تاكسول و روي سلولها اثر داده شدو توانايي زيستي سلول5هاي الكلي به غلظت تهيه شده ها

و رنگ سنجي  ارزيابي شد. MTTدو روش جذب تريپان بلو

و عصارهنتايج نشان داد كه هاي سرطاني پستان دارند. آبي مريم گلي خواص ضدسرطاني چشمگيري عليه سلول تاكسول
و مشابه تاكسول داراي خواص عصاره آبي مريم گلي به وابسته به دوز قادر به از بين بردن سلول هاي سرطاني بوده

و رده سلولي سايتوتوكسيك مي م 4T1باشد دل مناسبي براي انجام مطالعات در زمينه به دليل بالا بودن قدرت متاستاز،
.سرطان پستان است

 4T1مريم گلي، تاكسول، سميت سلولي، رده سلولي:ها كليدواژه
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 قدمهم
و شديدترين بيماري هايي سرطان يكي از شايعترين

شود. آمار نشان است كه در پزشكي باليني ديده مي

دهد كه بيش از يك سوم جمعيت به يكي از اشكال مي

از اكثريت سرطان]29[شود. سرطان مبتلا مي ها در انسان

و قرار گرفتن وي در معرض عوامل سرطان فيزيكي

ها همچنين در ايجاد سرطانشوند، شيميايي ناشي مي

.26[توان به عوامل ويروسي نيز اشاره كرد مي از آن جا]

كه سرطان براساس ريشه در تغييرات بيان يا كاركرد ژن 

هاي چندين دارد، جاي شگفتي نيست كه دستاورد

هاي اخير، از ايده مداخله پژوهش انتشار يافته در سال

زايي حمايت ها در فرآيند تومور RNAمستقيم ريز 

ژن50كند. تقريبا مي هاي انساني RNAهاي ريز درصد

و نواحي همراه با  (شكننده) شناخته شده در مكانهاي ترد

مي RNAسرطان در ژنوم قرار دارند. ريز  توانند ها

سرطادرصد ژن پستان]7[هاي آنكوژني داشته باشند نقش

اي درمطالعه.]16[در زنان است شايعترين سرطان عضوي

 تقريبا كه گرديده مشخص شده انجام پري توسط كه

]30[باشد مي پستان سرطان نفرمبتلابه يك زن ازهرهشت

ها اهميت هيجاني براي از طرفي به علت اينكه پستان

و درمان سرطان پستان ممكن است به برداشتن  زنان دارد

و وحشت زيادي را در  آن منجر شود، اين بيماري ترس

با توجه به منابع موجود،]12[ه استها بر انگيخت خانم

در 100ميزان بروز خام موارد سرطان در كشور  مورد

شود. لذا براساس صد هزار نفر جمعيت برآورده مي

جمعيت كشور سرطان پستان در زنان همچنان در رتبه 

و با  بالاتر از موارد گزارش 60/25ASRاول قرار داشته

و پراكند شده سرطان پوست مي گي استاني نسبتا باشد.

و در تمامي آنها در صدر موارد سرطاني  يكساني را داشته

و گزارش شده، قرار دارد به جز در اردبيل كه پس از معده

و پوست جاي دارد ييايمياشيگ موادبه لاقهع.]14[مري

)phytochemicals (يبروزتعداد زانيم كاهشتيقابلكه

 روبه فزون روزاصورتبه باشنديم دارا را ازتومورها

 نظركهنيازاييغذا مشتقاتانيمنيوازا استشيافزا

 اما. قراردارنديخاص موردتوجه باشنديميرسميغ تقريبا

نيا عملسميبامكان دررابطهكهيمحدوديعلم شواهد

وها مراقبتيراصليمسبه آنها وروداز دارد وجود اهانيگ

سازمان]17[ كندمييريجلوگيپزشكيها درمان

) (WHOبهداشت جهاني (Worhd Health 

Organization(و نظارتبه عنوان مركز سياستگزاري

 1978جهاني در امر بهداشت، براي نخستين بار در سال 

با صدور اعلاميه آلماآتا خاطر نشان نمود كه هنوز بخش

هاي گياهي اعتقاد دارند اي از جامعه بشري به دارو عمده

مت عمومي خود از آنها استفادهو جهت تامين سلا

.]4[ كنند مي

 inهاي هاي خام گياهي به روش ارزيابي عصاره

vitro نتايج خوبي در بردارد. از جمله اينكه شامل

مي هزينه را هاي كمتري و حساسيت بيشتري شود

و مقدار  دارد، آزمايش در زمان كوتاه قابل انجام است

نمونه مورد نياز براي آزمايش كمتر است. البته 

تركيبات آنتي تومور زيادي نيز وجود دارند كه با 

در شوند چرا هاي فوق شناسايي نمي تست كه

شان هاي بالا به حد كافي قدرت نشان دادن اثرات رقت

.]6[ را ندارند

)  هاي كه نام)Salvia Offisinalisگياه مريم گلي

به خود اختصاصي مختلف را در كشورهاگوناگوني

( Saugeمانند: دهد مي و شلبيه ) در shalbiyahدر فرانسه

ع حداكثر اي به ارتفا، گياهي است بو ته]36[زبان عربي

و پايا، ساقه افراشته، انشعابات 60 سانتيمتر با ريشه چوبي

 هاي ساده، هاي كوتاه پيچيده، برگ متعدد، پوشيده ازكرك
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و اين گياه.]4[ دمبرگدار داراي پهنك مستطيلي شكل

و شمال آفريقاست بومي مناطق مديترانه ندرتا، اي

مي به و در سراسر اروپا صورت خودرو يافت شود

و باغچه درباغ مي ها به ها كاشته صورت شود، در ايران نيز

. درحال حاضر جنس مريم]5[دكاشته شده وجود دا

كه58گلي در ايران  گونه آن بومي ايران17گونه دارد

ترين نوع دارويي تيره نعناع . اين گياه با ارزش]1[ هستند

كه]3[و داراي اختصاصات درماني مهم با اثر قاطع است

و ضد سرطاني]22[شايد بتوان خواص آنتي اكسيداني

آن را مورد توجه قرار داد. براساس نظريات داروين دال

عنوان يك پايه بر مشابهت بين انسان وحيوان كه به

عنوان الگويي براي منطقي براي استفاده از حيوانات به

و همچنين پيشرفت در زمينه  انسان در نظر گرفته شد

ت ميكروب اثير بسزايي در افزايش استفاده از شناسي

با توجه به اين كه عوامل.]20-32[حيوانات داشت 

و سرطان يك  متعددي در ايجاد سرطان نقش دارند

شود. يافتن مدل مناسب بيماري پيچيده محسوب مي

آزمايشگاهي كه بتوان از طريق آن به درمان انساني 

ن هاي محققان در سراسر جها پرداخت در صدر فعايت

 قرار گرفته است.

در BALB/Cنژاد هاي موش موشي زال است كه

استرين در شهر- در آزمايشگاه برد 1920سال 

رده سلولي]10[نيويورك از موش خانگي ايجاد شد

 BALB/Cاستخراجي از موش 4T1تومور پستان 

در]8[باشد.مي invitroنمونه مناسبي براي بررسي

مي 4T1اين پژوهش ما از رده سلولي  كه استفاده كنيم،

مي داراي قدرت متاستاز بسيار بالايي مي و تواند باشد

عنوان يك الگو براي مطالعه داروهاي ضد سرطان به

به بكار رود. با بررسي داده دست آمده از اين هاي

هاي مطالعه به اين موضوع پي خواهيم برد كه آيا رده

توانند مدل جايگزين مناسبي براي مدل سلولي مي

و آيا عصاره (فاقد انساني باشند؟ و آبي هاي الكلي

عوامل غيرقطبي) مريم گلي قادر به از بين بردن 

و اگر اين سلول گونهاست ميزان هاي سرطاني هستند؟

اثربخشي آنها در مقايسه با داروي متداول تاكسول به 

 ميزان است؟

و روش ها مواد

 را از بانك 4T1تحقيق ابتدا رده سلولي در اين

و در  سلولي انسيتو پاستو تهران خريداري نموديم

ساعت به آزمايشگاه4مجاورت يخ خشك به مدت

ها كشت سلول دانشگاه اراك منتقل كرديم. سپس سلول

و پس از ساعت،24را براساس پروتكول دفريز نموديم

انجام پا ساژ سلولي را انجام داديم بعد از پاساژ سلولي 

دار قرار داديم. بعد ازچند مرحلهco2 آنها را در انكوباتور 

و ها، آنها را با عصاره سلول پاساژ دادن هاي گياهي متانلي

و سپس با تاكسول تيمار داديم ودر انتها از  آبي مريم گلي

و سپس به  و تاكسول استفاده كرديم تركيب عصاره

از الذكر بر توان زيستي سلول بررسي اثر مواد فوق ها

) ) MTTطريق رنگ آميزي تريپان بلو، سنجش تترازوليوم

آميزي فلورسنس به بررسي تغييراتو از طريق رنگ

و پس از ثبت نتايج آنها را مورد  مورفولوژيك پرداختيم

و تحليل قرار داديم. و تجزيه  آناليز

ها ذوب كردن سلول

به ويال  صورت زير ذوب نموديم: هاي سلولي را

و آرام ويال سلولي را كه در يخ خشك بود برداشته

درجه سانتي گراد نموده37انتهاي ويال را وارد بن ماري 

(دقت شود فقط انتهاي ويال در آب قرار بگيرد)، به 

دهيم تا كم كم ذوب شود. سپس ويال آرامي حركت مي

و محتويات ويال را در زير هود  را به زير هود انتقال داده

و به فلاسك  ميلي ليترمحيط كشت5سلولي منتقل نموده
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RPMI سرم ) در10دار و درصد) به آن اضافه نموده

دهيم. در اين روش از سانتريفيوژ قرار ميCO2انكوباتور 

و بعد از  ساعت محيط كشت فلاسك24استفاده نشده

 تعويض شد. 

 هاي گياهي تهيه عصاره

و سر شاخه3حدود گ كيلوگرم برگ ياه هاي تازه

مريم گلي از مزرعه دانشكده كشاورزي اراك در 

و به دور89خردادماه سال  چيده شده ودر محيطي خنك

گرم برگ 500از نور آفتاب خشك شد. سپس حدود 

و غربال شد تا پودر يك دستي خشك مريم گلي آسياب

و 100حاصل شود.  گرم از پودر در ارلن ريخته شد

، Dr. Mojalali( ميلي ليتر متانول خالص250حدود 

ساعت روي شيكر24ايران) به آن افزوده شد وبه مدت

درجه سانتي گراد قرارداده شد. سپس50تا40با دماي 

مخلوط به دست آمده با استفاده از كاغذ صافي صاف شد 

درو عصاره به اي دار شيشه دست آمده در يك ظرف

و درجايي دور از نور نگهداري شد. مجدداّ ريخته شد

ميلي ليتر متانول خالص ريخته 250روي تفاله باقي مانده 

و ظرف حاوي تفاله مجدداّ به مدت  ساعت روي24شد

گراد قرار داده شد. درجه سانتي50تا40شيكر با دماي 

و بقيه آن  مقدار مورد نياز از عصاره متانلي برداشته شد

در دستگاه تبخير كننده چرخشي قرار گرفت تا حلال آن 

و رسوب آن باقي بماند. روي رسوب كام لاّ تبخير شده

(حاوي 200حاصله درصد10تا5ميلي ليتر آب مقطر

و  متانول به منظور كمك به انحلال رسوب) ريخته شد

پس از حل كردن رسوبات ظرف، ظرف محتوي مخلوط 

از24به مدت  ساعت در يخچال قرار داده شد. بعد

و ساعت ظرف از يخچال خارج24گذشت  شده

بلافاصله با كاغذ صافي صاف شد. براي بررسي نقش 

و محلول در آب مريم گلي،  ضد سرطاني تركيبات قطبي

از عصاره به دي3دست آمده با استفاده حلال هگزان،

) و اتيل استات به، Merckكلرو متان (كه قادر آلمان)

شد جدا نمودن تركيبات غيرقطبي مي باشند) شستشو داده

بهو تفاله  عنوان عصاره حاوي تركيبات قطبي حاصل

مورد استفاده قرار گرفت. با قرار دادن ظرف حاوي 

و  عصاره آبي در حمام آب گرم حلال آن تبخير شده

رسوب خشكي بر جاي ماند. با حل كردن مقدار مورد 

ها در محيط نياز از هريك از پودرهاي حاصله از عصاره

و گذراندن آنRPMI كشت) از فيلتر ) فاقد سرم

)milipore ميكرومتر، توانستيم22/0) با قطر منافذ

و تا زمان هاي مورد نياز عصاره غلظت ها را تهيه كنيم

و براي مدت طولاني در استفاذه در يخچال قرار داده تر

 فريزر نگهداري شد. 

 آميزي تريپان بلو تعيين سميت سلولي با استفاده از رنگ

ها پاساژ داده سلولپس از اين كه چند مرحله

خانه6سلول درهرويال پليت1×106شدند، تعداد

ميلي ليتر محيط2تا5/1كشت داده شد، به هر خانه 

) اضافه گرديد، به RPMI1640 (FBS10%كشت 

24ها به كف پليت، پليت به مدت منظور اتصال سلول

درجه37دار در دمايCO2ساعت در انكوباتور

ها شدند. سپس محيط رويي سلولگراد قرار داده سانتي

و محيط كشت فاقد سرم حاوي غلظت هاي خارج

نانومول بر ليتر از تاكسول20و25/1،5/2،5،10

)Ebewepharma و اتريش)به هر چاهك اضافه شده

ساعت منتقل شد،24پليت به انكوباتوربراي مدت 

هاي پليت تريپسين زني ساعت تمام خانه24پس از 

( شد. سپس با )، FBS10%افزودن محيط كشت كامل

و به نسبت تريپسين غير 4/0تريپان بلو1:1فعال شده

) ، آلمان) به هر خانه اضافه شد. پليت Sigmaدرصد

با37دقيقه در انكوباتور2به مدت درجه انكوبه شد.



17 1394، پاييز4هفتم، شماره تكويني سال شناسيزيست فصلنامه

(خانه هاي متعلق به شمارش استفاده از لام نئوبار

ت گرفت. هاي سفيد) شمارش سلوله صور گلبول

به سلول و عنوان سلول هاي آبي رنگ هاي مرده

بي سلول به هاي هاي زنده در نظر عنوان سلول رنگ

گرفته شد. سپس با استفاده از فرمول زير، در صد 

 هاي مختلف محاسبه گشت. ها در غلظت حيات سلول

×100
هاي زندهتعداد سلول

ها= توانايي زيستي سلول
هاتعداد كل سلول

) )MTTسنجش تترازوليوم

هاي دهيدرو ژناز اين تكنيك بر پايه توانايي آنزيم

هاي هاي زنده در شكستن حلقه ميتوكندريايي سلول

و ايجاد كريستال MTTتترازوليوم  هاي زرد رنگ

(كه تا حد زيادي توانايي عبور از  بنفش فورمازان

غشاء پلاسمايي را ندارند) استوار است. ميزان 

و كريستال هاي فورمازان توليد شده، قابليت حيات

مي همچنين تعداد سلول كند. هاي زنده را مشخص

سلول در هرچاهك104براي انجام اين تست تعداد 

و به مدت96پليت  در24خانه كشت شده ساعت

و  انكو باتور قرار داده شد، سپس محيط رويي خارج

و-PBSبار توسط2هر چاهك   100شسته شده

،0هاي ميكروليتر محيط كشت فاقد سرم حاوي غلظت

به20و25/1،5/2،5،10 نانومول بر ليتر از تاكسول

پ24هر چاهك پليت اضافه شده به مدت  ليت ساعت

ساعت محيط24انكوبه شد. پس از سپري شدن 

با چاهك ميكروليتر محيط تازه فاقد سرم 100ها

ميكروليتر10ها تعويض گرديده وبه هريك از چاهك

MTT (Sigma)محلول  شدmg/ml 5، آلمان) )اضافه

درجه سانتي37ساعت در انكوباتور4و به مدت

چ اهك گراد قرار داده شد. سپس محيط رويي هر

و استخراج رسوب فورمازان  تخليه شد. براي انحلال

ميكروليتر دي متيل 100توليد شده به هر چاهك 

اضافه گرديد ودر دماي اتاق ودر DMSOسولفاكسايد 

مكاني تاريك قرار داده شد. سپس محتواي هر چاهك 

پليت به چاهك خالي مجاور منتقل گرديدو جذب 

) با 505) هر چاهك در طول موج ODنوري  نانومتر

و درصد ELISA-readerاستفاده از دستگاه قرائت شد

هر حيات سلول ها با استفاده از فرمول زير، در مورد

 غلظت محاسبه گرديد.

×100
ODنمونه

ها= توانايي زيستي سلول
ODكنترل

(با غلظت هاي تمامي مراحل فوق براي عصاره الكلي

و ميكروگرم بر ميلي ليتر) 1000و 800، 400، 200، 100

(با غلظت ، 1000هاي عصاره آبي فاقد عوامل غيرقطبي

ميكروگرم بر ميلي ليتر)تكرار 5000و 4000، 3000، 2000

و نتايج ثبت گرديد.  شده

ها آناليز آماري داده

براي بررسي اثر سيتوتوكسيك مريم گلي برتوانايي

(هاي سرطا زيستي سلول ) از روش 4T1ن پستان موش

) و يك طرفه )و با excelو spssآماري آناليز دو طرفه

و تحليل قرار Duncanاستفاده از تست مورد تجزيه

و تفاوت ميانگين .p≤0ها در سطح گرفت دار معني05

 در نظر گرفته شد. 

 نتايج

 نتايج حاصل از آزمايشات بررسي سميت سلولي

ها بر پايه جذب زيستي سلولنتايج سنجش توانايي

 تريپان بلو

هاي سرطاني مقايسه ميانگين توانايي زيستي سلول

داري ميان تمام ساعت اختلاف معنا24پس از گذشت 
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(جدول هاي تيمار شده با دوزهاي مختلف تاكسول، گروه و عصاره الكلي نشان داد ).1عصارة آبي

در . مقايسه ميانگين درصد توانايي زيستي سلول1جدول  هاي سرطاني پس از تيمار با دوزهاي مختلف تاكسول، عصارة آبي، عصارة الكلي

به آميزي تريپان بلو اندازه ساعت كه به روش رنگ24زمان و تفاوت ميانگين mean± stdصورت گيري شده است. مقادير  ها در سطح بوده

P<0. 05 مي هاي با كدحرف دار در نظرگرفته شده است. ميانگين معني  باشند هاي متفاوت در هر ستون داراي تفاوت معنادار

)ANOVA, one way, Duncan test(

مادهتاكسولعصاره آبيعصاره الكي

 دوز

a/ /±84 83 3 172a/ /±84 196 5 914a/ /±77 05 6 371

a/ /±84 67 1 86a/ /±84 896 3 167a/ ±61 86 5482

a/ /±81 38 5 02a/ /±80 49 0 52a/ /±51 72 2 333

b/ /±68 82 2 22a/ /±80 00 0 58c/ /±39 56 3 164

c/ /±46 99 2 44b/ /±52 38 1 797cd/ /±29 22 9 925

d/ /±30 19 1 22c/ /±43 486 4 68d/ /±25 74 7 466

در جدول فوق رديف اول از هر ستون كنترل در

از6تا2هاي نظر گرفته شده ورديف براي هر يك

 هاي مذكور به ترتيب به شرح زير است: ستون

،25/1،5/2،5هاي به ترتيب در ستون تاكسول دوز

در ستون عصاره نانومول بر ليتر از تاكسول،20و 10

 5000و 4000، 3000، 2000، 1000هاي آبي دوز

از ميكروگرم بر ميلي عصاره آبي فاقد عوامل ليتر

، 200، 100هاي دوزغيرقطبي ودر ستون عصاره الكلي 

ليتر از عصاره ميكروگرم بر ميلي 1000و 800، 400

. الكلي

را براساس اين نتايج غلظتي كه بتواند رشد سلول ها

(د 50 ) براي هر يك از تركيبات IC50رصد مهار كند

 مذكور بدين شرح بود: 

 نانومول بر ليتر.5/3تاكسول: دوز�

 ليتر. ميكروگرم بر ميلي17/704عصاره الكلي: دوز�

عصاره آبي: در بررسي اثر عصاره آبي با افزايش�

ميكروگرم بر ميلي ليتر به بالا 3000دوز از 

و ها كاهش قابليت حيات سلول قابل ملاحظه

ترين دوز معادل معناداري پيدا كرد. بنابراين سمي

ليتر در نظرگرفته ميكروگرم بر ميلي 84/4101

 شود. مي

هاي هاي سرطاني در گروه ميانگين زيستي سلول

و عصاره آبي  و عصاره الكلي تيمار شده با تاكسول

باشند نسبت به يكديگر اختلاف معناداري مي

)Univariate, P<0. 05 اين نتايج نشان داد كه دوز .(

و توانايي زيستي سلول هاي سرطاني داراي تيمار

به اثرات متقابل مي كه با افزايش ميزان صورتي باشد،

ها كاهش معناداري پيدا دوز قابليت حيات سلول

 كند. مي

 MTTها به روش نتايج سنجش توانايي زيستي سلول

هاي به دست آمده از سنجش درصد از مقايسه داده

هاي سرطاني تيمار شده با تاكسول، حيات سلول
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و عصاره الكلي، مشخص شد كه تفاوت عصاره آبي

و ميانگين درصد حيات سلول ها در دوزهاي متفاوت

هاي تيمار نسبت به گروه ساعت در گروه24زمان 

) ) معنادار بود. P<0. 05كنترل در سطح

هاي هاي سرطاني در گروه انگين زيستي سلولمي

و عصاره آبي  تيمار شده با تاكسول، عصاره الكلي

نسبت به يكديگر اختلاف معناداري دارند، 

)Univariate, P<0. 05(

در درصد توانايي زيستي سلولميانگين . مقايسه2جدول و عصارة الكلي هاي سرطاني پس از تيمار با دوزهاي مختلف تاكسول، عصارة آبي

به اندازه MTTساعت كه به روش24زمان  ±صورت گيري شده است. مقادير stdmeans و در معني p<0. 05ها در سطح تفاوت ميانگين بوده دار

ست نظر گرفته شده است. ميانگين ميهاي با كد حروف متفاوت در هر ( ون داراي تفاوت معنادار  ).ANOVA, one way, Duncan testباشند

مادهتاكسولعصاره آبيعصاره الكلي

 دوز

در جدول فوق رديف اول از هر ستون كنترل در

و رديف از6تا2هاي نظر گرفته شده براي هريك

 هاي مذكور به ترتيب به شرح زير است: ستون

،25/1،5/2،5هاي به ترتيب در ستون تاكسول دوز

نانومول بر ليتر از تاكسول، در ستون عصاره20و 10

 5000و 4000، 3000، 2000، 1000هاي دوزآبي 

از ميكروگرم بر ميلي عصاره آبي فاقد عوامل ليتر

و در ستون عصاره الكلي غير ، 200، 100هاي دوزقطبي

ميكروگرم بر ميلي ليتر از عصاره 1000و 800، 400

 الكلي. 

اين نتايج همچنين نشان داد كه دوز مصرفي داراي

هاي سرطاني اثر متقابل بر توانايي زيستي سلول

به مي اين معنا كه با افزايش دوز، درصد حيات باشد

به سلول مي ها  يابد. صورت معناداري كاهش

محاسبه شده براي هريك از تركيبات IC50ميزان

به2مورد استفاده با توجه به بررسي منحني درجه 

 باشد: شرح زير مي

 نانومول بر ليتر.97/8تاكسول: دوز�

بر ميكروگرم 1000عصاره الكلي: در محدوده�

 ليتر. ميلي

 2500عصاره آبي: با افزايش ميزان عصاره از�

بر 5000ميكروگرم بر ميلي ليتر به سمت ميكروگرم

و ميلي ليتر قابليت حيات سلول ها كاهش قابل ملاحظه

ترين دوز عصاره آبي معناداري پيدا كرد، بنابراين سمي

ميكروگرم بر ميلي ليتر درنظر گرفته 51/2482معادل 

 شد. 

ايج به دست آمده از بررسي تغييرات نت

با استفاده از 4T1 هاي سرطاني مورفولوژيكي سلول
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ها در گروه آميزي سلول رنگ آميزي فلورسنس رنگ

و گروه تيمار با دزهاي موثر انتخاب شده از  كنترل

و الكلي عصاره آبي، الكلي، تاكسول، آبي ـ تاكسول

كه2ساعته،24تاكسول در زمان تيمار بار تكرار شد

 نتايج مشابه بود. 

شرح تغييرات مشاهده شده در مورفولوژي در

از گروه و تيمار بعد آميزي با رنگ رنگ هاي كنترل

و فلورسنت هوخست، هسته ها به رنگ آبي در آمدند

آميزي تغييرات مورفولوژيك رخ داده با كمك اين رنگ

به در هسته شد ها و شكستگي مشاهده . صورت تراكم

 بحث

با بررسي توانايي زيستي سلول هاي سرطاني

و   MTTاستفاده از دو آزمون رنگ آميزي با تريپان بلو

نشان داد كه عصاره آبي وتاكسول موجب كاهش

هاي سرطاني شدند. چشمگير توانايي زيستي سلول

را گرچه عصاره الكلي نيز توانست سلول هاي سرطاني

(سميت  از بين ببرد، اما اثرات سايتوتوكسيك

و عصاره آبي ناچيز تر سلولي)آن نسبت به تاكسول

د است. نتايج به ر يك دست آمده از هر دو آزمون

و يكديگر را تاييد كردند.  راستا بوده

و نتايج حاصل از رنگ آميزي همزمان هوخست

هاي پروپيديوم آيودايد نشان داد كه در مقابل سلول

هاي مرده قرمز هاي آبي رنگ هسته سلول زنده با هسته

و در گروه تيمار با عصاره رنگ شده هاي الكلي، اند

(فاقد عوامل غير تا آبي و هاي آبي كسول هستهقطبي)

 رنگ بسيار كم بودند. 

رنگ آميزي آكريدين اورنژ تغييرات رخ داده در

و سيتوپلاسم را نسبت به  و موقعيت هسته سيتوپلاسم

 هم نشان داد. 

 ساير مطالعاتي كه پيش از اين در رابطه با اثرات

و و عصاره مريم گلي الكلي سايتوتوكسيك تاكسول

ي اين تركيبات را در كاهش آبي صورت گرفته تواناي

اند. هاي سرطاني را نشان داده توانايي زيستي سلول

تحقيقات متعددي كه در مورد اثرات سايتو توكسيك 

انجام شده in vitroو  in vivoتاكسول در دو محيط

هاي سرطاني نشان است، سميت آن را روي سلول

 Liebmannگروهي به سرپرستي 1993اند. درسال داده

(دوزهاي نانومولار) را روي20تا2اثر تاكسول

، MCF-7 ،HeLaچندين رده سلول سرطاني از جمله 

A549 ،U373 ،HT-29 ،OVG-1 ،PC-Sh وPC-Zd 

و به اين نتيجه رسيدند كه تاكسول IC50سنجيده

نانومول بر ليتر5/7تا5/2بسته به نوع سلول، بين 

ا و با افزايش زمان تيمار 72به24ز متغير است

ساعت، سايتوتوكسيسيتي تاكسول در انواع مختلف

مي 200تا5ها بين سلول . در]27[يابد برابر افزايش

بررسي اثرات كشندگي تاكسول روي 2004سال 

 FROو KTC-2 ،KTC-3 ،AROهاي سلولي رده

به نشان داد كه اثرات تاكسول در اين سلول ها وابسته

م و بسته به دوز صرفي ممكن است دوز بوده

هاي مختلفي را شامل شود براي مثال تاكسول مكانيسم

نانومول بر ليتر موجب القاي50تا6در محدوده دوز 

 تغييرات مشخصه آپپتوزيس از جمله شكافت

Poly (ADP-ribose) polymerase و و پروكاسپاز

و در غلظت هاي بالاتر ساير تغيير در تقارن غشا شده

(احتمالا ناشي از فروپاشي اشكال مرگ سلولي 

.]31[ كند ميتوكندريايي) را القا مي

تجزيه شيميايي عصاره الكلي مريم گلي نشان داده

و  كه اين عصاره غني از فلاونوئيدهاي مختلف

ترين فلاونوئيدهاي موجود باشد. مهم تركيبات فنلي مي

و لوتئولين  (محلول در الكل) در مريم گلي آپيژنين

مي(محلول در آب . علاوه بر اين عصاره]33[باشند)
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مريم گلي حاوي تركيبات مختلف ديگري مانند

و پلي پپتيدهاي ها، فنل ها، تانن استروئيدها، ساپونين ها

مختلفي است كه از اين ميان اورسوليك اسيد 

)Ursolic acid) )، رزمارينيك Carnosol)، كارنوسول

) و كارنوسيك اسيد Rosmarinic acidاسيد (

)Carnosic acid نسبت به ساير تركيبات شناخته (

و تحقيقات بيشتري در مورد خواص شده تر بوده

.]24[ضدسرطاني آنها صورت گرفته است

از همان طور كه گفته شد عصاره مريم گلي غني

و بخشي از  تركيبات فلاونوئيدي همانند لوتئولين بوده

خواص ضد سرطاني آن نيز ناشي از وجود همين 

ميترك  1999و همكاران در سال Kawaiiباشد. يبات

فلاونوئيد مختلف را روي27اثرات ضد تكثيري

و سرطاني از جمله  ، A549چندين رده سلولي نرمال

B16 melanoma ،4A5 ،CCRF-HSB-2 و

TGBC11TKB و نتيجه گرفتند كه از بين آزمودند

كم همه آنها لوتئولين قوي و ترين ترين اثر مهاري

IC50 و  IC50را نسبت به ساير فلاونوئيدها داشته

هاي سلولي مختلف بين محاسبه شده براي آن در رده

.]23[ميكرومول بر ليتر متفاوت است1/3تا3/1

مطالعه مشابهي كه در مورد اثر لوتئولين روي رده

انجام گرفت مشخص HepG2سلولي سرطان كبد 

سر نمود كه لوتئولين قادر است در سلول طاني هاي

اخيرا نيز گروهي به سرپرستي.]25[آپپتوزيس القا كند

Yang را و ضد تكثيري لوتئولين اثرات ضد توموري

و به اين نتيجه SCC-4روي رده سلولي  بررسي كرده

هاي سرطاني با لوتئولين رسيدند كه تيمار سلول

و G1ها در فاز موجب توقف سلول چرخه سلولي شده

آ ها پوپتوزيس در اين سلولمتعاقب آن موجب القاء

. يكي ديگر از تركيبات مهم موجود در]35[گردد مي

مي عصاره برگ كه هاي گياه مريم گلي آپيژنين باشد

و ضدتومور آن در مطالعات بسياري  اثرات ضد سرطان

و Wang 2000به اثبات رسيده است. در سال 

(محدوده دوز ميكرومول0-80همكاران اثر آپيژنين

و چرخه سلولي ردهبر ليتر هاي سلولي ) را بر رشد

 HT-29وSW480 ،Caco-2كارسينوماي كلون انساني

و نتيجه گرفتند كه تيمار سلول ها با آن موجب سنجيده

و هم در  يك كاهش وابسته به دوز هم در تعداد

مي محتواي پروتئيني سلول شود، علاوه بر اين تيمار ها

چرخه G2/Mها در فاز با آپيژنين موجب توقف سلول

(به و القا مرگ سلولي و زمان) صورت وابسته به دوز

.]34[ددگر سلولي در آنها مي

هاي اخير در مورد تحقيقاتي كه در طي سال

زايي صورت گرفته نشان داده هاي سرطان مكانيسم

در(نوعي فاكتور نسخهNF-κBاست كه  برداري كه

هايي مانند صورت تحريك شدن توسط محرك

برهاي تومور، ها، عوامل التهابي، پيش كارسينوژن

و اندوتوكسين راديكال به ها، فعال هاي آزاد و شده

و موجب فعال شدن رونويسي هسته نقل مكان مي كند

مي از ژن ژن هاي هدف و اكثر به شوند) هايي كه

شوند نقشي حياتي در مراحل فعال ميNF-κBواسطه 

و پيشرفته بسياري از سرطان هاي مهاجم ايفا اوليه

ژن مي مي كنند. از جمله اين و D1توان به سيكلين ها

كد ژن كننده آپپتوزيس هاي سركوب پروتئين كننده هاي

ژن bcl-Xlو IAP ،Survivin ،bcl-2مانند كهو هايي

و رگزايي نقش دارند اشاره نمود كه به  در متاستاز

نتيجه.]13[ يابند افزايش بيان ميNF-κBواسطه

كه 2001تحقيقي كه در سال  انجام شد نشان داد

در فلاونوئيدهايي همانند رزمارينيك اسيدموجود

گياهاني از قبيل مريم گلي قادرند با فعال كردن

PPARγ)peroxisome proliferator-activated 

receptor-gamma بيان (COX-2 و را مهار نمايند
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. تاكنون اثرات]26[دهاي سرطاني را از بين برن سلول

هاي سلولي مهاركنندگي رشد اورسوليك اسيدروي رده

[، HepG2 ،Caco-2مختلفي از جمله  SNGII15[،

MCF-7 ]15 ،20[،B16 ]21[،HT-29 ]9[،HL-

[و]28[ B16F-10و]11[ 60 M4Beu419[،آزموده

و به اثبات رسيده است . شده

نتايج به دستامده در پژوهش حاضر نيز بيانگر

و عصاره و الكلي سايتوتكسيسيتي تاكسول هاي آبي

موش بوده 4T1هاي سرطاني مريم گلي بر رده سلول

و با نتايج گزارش شده درمطالعات مشابه قبلي 

باشد. علاوه بر اين بررسي تغييرات همراستا مي

هاي تيمار ها نشان داد كه در سلول مورفولوژيك سلول

و عصاره و الكلي شده توسط تاكسول هاي آبي

و تشكيل اجسام تغييراتي همانند فروپاشي هسته اي

و حباب زدگي غشا  مشاهده شده است كه آپپتوتيك

وجود اين تغييرات مورفولوژيك يكي از پيامدهاي 

مي رخداد آپپتوزيس در سلول باشد، البته لازم به ذكر ها

توان وقوع است كه صرفا با اتكا به اين نتايج نمي

و براي اثبات آپپتوزيس در سلول ها را به اثبات رساند

وفورز هاي اختصاصي از قبيل الكتر اين امر انجام تست

(جهت تشخيص  ) DNA Fragmentationژل آگارز

و بررسي ماركرهاي آپپتوتيك توسط TUNELتست 

 تكنيك فلوسايتومتري نياز است.

توان چنين نتيجه گرفت كه تركيبات در نهايت مي

(عمدتا لوتئولين  موثر موجود در عصاره آبي مريم گلي

و نيز تركيبات موجود در عصاره  و رزمارينيك اسيد)

(از قبيل آپيژنين، اورسوليك اسيد، الكلي اين گياه

و كارنوسيك اسيد) مسئول القا  رزمانول، كارنوسول

(احتمالا از نوع آپپتوزيس)در سلول هاي مرگ سلولي

مي 4T1سرطاني  و بايست خواص ضد سرطاني بوده

ها را ناشي از وجود چنينو سايتوتوكسيك اين عصاره

 دانست.ها تركيباتي در اين عصاره

با 4T1هاي رنگ آميزي فلورسنس سلول)1شكل و عصاره الكلي در مدت تيمارشده ساعت با استفاده از رنگ فلورسنت24تاكسول، عصاره آبي

و آكريدين اورنژ كه نشانهوخست و تراكم هستهدهنده، پروپيديوم آيودايد و تغيير شكل  تغييرات سيتوپلاسم است. ها

a(گروه كنترل bتاكسول) و پروپيديوم آيودايدفلورسنت)c نانومول بر ليتر)5) رنگ آميزي هوخست و هوخست، كه افزايش تخريب غشاء

و همچنين سلول مرگ سلول مي هاي زنده آبي وسلول ها ( هاي مرده قرمز را نشان  ميكروگرم بر ميلي ليتر). 4000آبي دهد.

d(الكلي فلورسنت آكريدين اورنژ، كه چروكيدگي سيتوپلاسم سلول) )ليتر ميكروگرم بر ميلي 800ها را در مقايسه با گروه كنترل نشان داد.
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