
 1398، 3، شماره 32جلد                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

330 

بر رده سلولي سرطان  Sargassum ciliforiumبررسي اثرات عصاره هيدروالكلي جلبك 
  Real time PCRروش  باAPC و  P53ي ژنها و ارزيابي بيان HT-29كولون 

  3رحيم احمديو  *2طاهره ناجي ،1ارمغان زاهدي
  نوين، گروه سلولي و مولكولي،دانشكده علوم و فناوري هاي واحد علوم دارويي، تهران، دانشگاه آزاد اسلامي،  1

  واحد علوم دارويي، دانشكده داروسازي، گروه علوم پايهدانشگاه آزاد اسلامي، تهران،  2
  ، گروه فيزيولوژيواحد همدان ،دانشگاه آزاد اسلاميهمدان،  3

  27/11/96 :تاريخ پذيرش  19/9/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

داده شده  تشخيص 2012ميليون مورد جديد در  4/1سرطان روده بزرگ سومين سرطان شايع در جهان است كه با نزديك به 
و تحقيقات  بسياري از مطالعات. ي جديد شيمي درماني مورد نياز استمولكولهابا توجه به افزايش بروز سرطان استفاده از  .است

نشان داده كه سرطان روده مي تواند از طريق محصولات دريايي طبيعي كه داراي مقادير بسياري از مواد فعال بيولوژيكي با 
هدف از اين مطالعه بررسي اثرات عصاره هيدروالكلي  .ي دارويي جديد هستند درمان شودفعاليتهاساختارهاي شيميايي جديد و 

 Real timeبا روش  APCو  P53ي ژنها و ارزيابي بيان HT-29بررده سلولي سرطان كولون  Sargassum ciliforiumجلبك 

PCR در اين پژوهش تعيين سايتوتوكسيسيته عصاره جلبك  .مي باشدSargassum ciliforium  با روشMTT غلظت  5در
و رده  HT-29ميلي گرم بر ميلي ليتر و يك گروه كنترل بر روي رده هاي سلولي سرطان كولون 001/0,01/0,1/0,1,10مختلف

 Oneو آزمون آماري  SPSSآناليز داده ها با استفاده از نرم افزار  .مورد بررسي قرار گرفت HEKسلولي نرمال كليه جنين انسان 

way ANOVA ي ژنها همچنين بيان .انجام شدP53  وAPC  به روشReal time PCR نشان داد كه يافته ها  .ارزيابي شد
ي سلولهاممانعت از رشد و HT29در كاهش زيستايي رده سلولي سرطان روده در انسان  Sargassum ciliforiumعصاره جلبك 

 كه مرگ مشخص شدمي توان از عصاره اين جلبك جهت توسعه داروهاي ضد سرطاني استفاده نمود و  دارد و تأثيرتوموري 
  .مي باشد APCاز طريق فعال سازي پروتئين  Sargassum ciliforiumشده با عصاره جلبك  ءسلولي القا

 P53 ،Real timeو   APCژن  ، Sargassum ciliforiumلبك ج،HT-29رده سلولي  سرطان روده بزرگ،: واژه هاي كليدي

PCR  
  tnaji2002@gmail.com: ، پست الكترونيكي 09123704676:نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
امروزه با توجه به افزايش بروز سرطان در كشورهاي در 

ي جديد مولكولهاحال توسعه و توسعه يافته استفاده از 
به كارگيري عوامل  ).7( شيمي درماني مورد نياز است

طبيعي و مصنوعي براي جلوگيري يا متوقف كردن 
به عنوان يك رويكرد با  اخيراًي مهاجم سرطانهاپيشرفت 

طي دهه گذشته  ).4(پتانسيل عظيم شناخته شده است

عوامل جديد شامل محصولات دريايي طبيعي كه داراي 
موجب ايمني  ،بيولوژيكي هستند مؤثرمقادير بسياري مواد 

و بهبود و زنده ماندن بيماران با سرطان كلوركتال شده 
ي سرطان روده بزرگ سلولهامهار آپاپتوز در  .)17و8(است

باعث افزايش رشد تومور ترويج نئوپلاستيك و مقاومت به 
بنابراين . عوامل ضد سرطان سيتوتوكسيك مي شود
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ي سلولهاتركيبات فعال زيستي كه باعث القاي آپاپتوز در 
 مؤثرسرطاني مي شود مي تواند به عنوان يك عامل درماني 

مطالعات مختلف از جلبك سارگاسوم  ).15( مطرح شود
نشان داده است كه مواد بيواكتيو موجود در جلبك داراي 

مطالعات . خاصيت سيتوتوكيسك و آنتي اكسيدان است
فراوان روي جلبك قهوه اي نشان مي دهد كه 
گليكوپروتئين موجود در سارگاسوم داراي اثرات 

 ي سرطاني در كولون انسان استسلولهاضدسرطاني روي 
با توجه به اينكه سرطان كلوركتال يكي از  ).14 و 13(

ي شايع در كشورهاي در حال توسعه و توسعه سرطانها
ات بالقوه جلبك سارگاسوم در تأثيريافته است و از طرفي 

گونه هاي متعدد در بهبود و اثربخشي انواع سرطان به 
است اين طرح پژوهشي با هدف . اثبات رسيده است
در  Sargassum ciliforiumره جلبك بررسي اثرات عصا

و  MTTدر سرطان كولوركتال با روش  HT-29رده سلولي 
 Real time با روش  APCو  P53ي ژنها ارزيابي بيان

PCRانجام شد.  

  مواد و روشها
 Sargassumجلبك : جمع آوري جلبك و تهيه عصاره

ciliforium  از مناطق جنوب ايران بندر لنگه جمع آوري
هفته در دماي اتاق  2به مدت جلبك ،بعد شستن . شد

آمده با  به دستخشك شد و پس از تميز كردن پودر ريز 
آب ديونيزه تركيب شد و  ميلي ليتر 300ميزان 

ساعت جوشانده  3آمده را به مدت  به دستسوسپانسيون 
و سپس سوسپانسيون با عبور از كاغذ صافي فيلتر شد و 
عصاره فيلتر شده هيدروالكلي ليوفيليزه شد  و به صورت 

آمده تا زمان استفاده در يخچال  به دستپودر  .پودر درآمد
  .ي شدنگهدار

رده سلولي سرطان  HT-29:تهيه و كشت رده سلولي 
 HEKده سلولي نرمال كليه جنين انسان و ر HT-29كولون 

 HT-29رده سلولي  .از انستيتو پاستور ايران خريداري شد
  FBS درصد 10به همراه سرم  DMEMدر محيط كشت 

ميكروگرم بر ميلي ليتر پني سيلين و  100قرارداده شد و 
استرپتومايسين به محيط كشت اضافه شد و رده هاي 

درجه سانتي گراد در داخل انكوباتور حاوي  37سلولي در 
  .رطوبت كشت داده شد درصد 100و  CO2 درصد 5

ابتدا  ):Sargassum ciliforiumعصاره جلبك (تهيه دارو
از  ml 1 سپسيلي گرم از دارو وزن شد م 100گرم يا  1/0

PBS  گرم از پودر ليوفيليزه از جلبك  1/0برداشته و به
Sargassum ciliforium  ورتكس  پس ازاضافه گرديد و

ml9  محيط باPBS  به حجمml10  رسانده شد سپس با
ميكرون همان روز عصاره فيلتر شد و  2/0فيلتر سر سرنگي

عصاره تهيه شده تا زمان  .گرديدخالص و يكنواخت  كاملاً
  .استفاده در فريزر نگهداري شد

تعيين  :MTTارزيابي توكسيسيته عصاره به روش 
در اين  انجام شد MTTسايتوتوكسيسيته عصاره با روش 

ميلي گرم بر  001/0، 01/0، 1/0، 10،1ي غلظتهاروش 
به عنوان  غلظتهاميلي ليتر از عصاره تهيه شد و هريك از 

خانه اي از  96ي مستقل به هر چاهك از پليت گروهها
ساعت  24اضافه شد و به مدت  HEKو  HT-29ي سلولها

انكوبه  درصد 100و با رطوبت  CO2 درصد 5در انكوباتور
 MTTسپس محيط كشت رويي را خالي كرده و رنگ . شد

 4با فويل آلومينيومي پيچيده و به مدت  پليتهااضافه و 
در مرحله بعد رنگ . دگرديساعت در انكوباتور انكوبه 

MTT  را خالي و به هر چاهكDMSO  اضافه كرده و به
يكنواخت  كاملاًقرار داده شد تا Shaker دقيقه در 20مدت 

 570در طول موج  شود و سپس جذب نوري هر چاهك 
  .نانومتر مشخص شد

در سه  HT29براي رده سلولي  Real time PCRانجام 
 HT29ي سلولهافلاسك حاوي محيط كشت و  :روز متوالي

از انكوباتور خارج و تريپسينه شد و پس از افزودن محيط 
 .دور انجام شد1000دقيقه در  5كشت سانتريفيوژ به مدت 

 λ900خانه اي به هر خانه  6سپس به دو خانه از پليت 
 24اضافه شد و  λ100FBS و HT29ي سلولهامحيط حاوي 
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خانه از  6پليت  .ساعت در انكوباتور قرار داده شد
اضافه و  PBSانكوباتور خارج و محيط رويي تخليه و 

ميكروتيوب منتقل  2محتويات خانه ها به  .دگرديتريپسينه 
 .دور سانتريفيوژ انجام شد 1500دقيقه در  5و به مدت 

اتانول افزوده و پيپتاژ  λ300بافر شستشو و  λ300سپس 
ميكروتيوب به ستون 2پس از سانتريفيوژ مواد داخل  .شد

دور 12000ثانيه سانتريفيوژدر  30 و .چرخشي منتقل شد
 λ70و  λ10 Dnaseبه ازاي هر ستون چرخشي . انجام شد

به هر ستون  .بافر واكنش اضافه گرديد و مخلوط شد
پاك كننده اضافه شد و انكوباسيون و بافر  λ500چرخشي 

بافر شستشو اضافه و  λ500سپس  .دگرديسانتريفيوژ انجام 
 Rnaseآب  .دور سانتريفيوژ انجام شد12000در ثانيه 30

free محتويات به  .افزوده و سانتريفيوژ انجام شد
داراي  RNAاز  λ8منتقل و به هر كدام  PCRميكروتيوب 

دقيقه در  5اليگو اضافه شد و به مدت  λ1پرايمر به اضافه 
و بعد از . قرار داده شد PCRدرجه در دستگاه  65دماي 

را در يخ  ميكروتيوبهادقيقه  2دستگاه خارج كرده و 
به هر كدام اضافه شد و بعد  λ10 Reactionگذاشته و بعد 

 42دماي . دما داخل دستگاه ترموسايكلر گذاشته شد 2در 
درجه به  85قه و ديگري در دماي دقي 30درجه به مدت  

داخل  ميكروتيوبهاپس از انجام اين مراحل  .دقيقه 5مدت 

در اين پژوهش . قرارداده شد Real time PCRدستگاه 
انجام شد و  λ20 در حجم نهايي Real time PCRواكنش 

. نانومولار بود150 غلظت پرايمر ها  ،دگرديدوبار تكرار 
و آناليز بيان ژن به روش  ژنها نتايج حاصل از نحوه بيان

و با نرم افزار دستگاه  ΔΔCT نيمه كمي با فرمول
RealTime PCR ABI انجام شد.  

  نتايج
و  SPSSتجزيه و تحليل داده ها با استفاده از نرم افزار 

تفاوت  .انجام شد One way ANOVAآزمون آماري 
نمودار  رد* علامت .بررسي شد P<0.05در سطح  كميتها

 .معنادارترين تفاوت را نسبت به گروه كنترل نشان مي دهد
ميلي 10در غلظت  HT-29عصاره جلبك در رده سلولي 

، 10،1در غلظت  HEKگرم برميلي ليتر و در رده سلولي 
منحني تكثير كه  .ميلي گرم بر ميلي ليتر توكسيك بود1/0

نشان دهنده انجام واكنش است و منحني ذوب كه نشان 
 Realنده تكثير يك محصول منفرد است توسط دستگاه ده

time PCR در اين پژوهش تعيين كمي بيان  .ترسيم گرديد
 APCطبق محاسبه ژن .محاسبه شد்׋∆∆2ି ژن با فرمول 

نسبت به  P53نسبت به كنترل افزايش بيان داشته و ژن 
  .كنترل كاهش بيان داشته است

  

  

  
  Sargassum ciliforiumتيمار شده با عصاره جلبك HT-29 درصد زيستايي رده سلولي  -1نمودار
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  Sargassum ciliforiumتيمار شده با عصاره جلبك HEK درصد زيستايي رده سلولي  -2نمودار

  
  P53منحني تكثير ژن  -3نمودار

  
  APCمنحني تكثير ژن  -4نمودار

  بحث
امروزه سرطان به يك بيماري همه گير در جهان تبديل 

دانشمندان در تلاش هستند تا با استفاده از .شده است
روشهاي متفاوت شيمي درماني، اشعه درماني و جراحي 

، )6(حال عمومي بيماران مبتلا به سرطان را ارتقاء بخشند
ولي باوجود توسعه در مداخلات درماني، افزايش تأثير 
پذيري شيمي درماني و كاهش اثرات منفي ناشي از آن 
ميزان مرگ و مير بيماران مبتلا به سرطان روده بزرگ 
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با توجه به افزايش بروز سرطان در ). 12(همچنان بالاست
كشور هاي در حال توسعه و توسعه يافته استقاده از مواد و 
عصاره هاي گرفته شده از طبيعت به منظور القاي مرگ 

در سلولهاي سرطاني يكي از رايج ترين ) آپاپتوز(سلولي 
  ).12و3(راهكارهاي درماني است

  
  APCمنحني ذوب ژن  -5نمودار

  

  
  P53منحني ذوب ژن  -6نمودار

 Sargassumدر اين مطالعه اثر عصاره هيدروالكلي جلبك 

ciliforium  دررده سلولي سرطان كولونHT-29  مورد
و  APCهمچنين ارزيابي بيان ژنهاي . بررسي قرار گرفت

P53  با روشReal time PCR پيشرفتهاي آينده . انجام شد
در شاخص درماني به افزايش حساسيت سلولهاي توموري 
به داروهاي شيمي درماني و پرتودرماني و كاهش اثرات 

  .مخرب آنها در بافتهاي طبيعي بستگي دارد

  
  P53بيان ژن  -7نمودار
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  APCبيان ژن  -8نمودار

 نسبتاًاز اين رو استفاده از تركيبات آنتي اكسيداني با سميت 
براي درمان بالقوه و  سلولهاامن به همراه حساس كردن 

ي قابل ملاحظه پيشرفتهاي اخير سالهادر  ).2(مي باشد مؤثر
به  ابتلاءمواد فعال زيستي در كاهش خطر  تأثيراي در 

سرطان صورت گرفته است كه اين تركيبات از نظر 
در  ).19(شيميايي و عملكرد زيستي داراي تنوع مي باشند

 Sargassum ciliforiumاين پژوهش از عصاره جلبك 
و بررسي  HT-29ي سرطان روده بزرگ سلولهابراي تيمار 

ي شايع كه جهشهايكي از . استفاده شده است آنها زيستايي
در سرطان روده بزرگ غير فعال مي شود غير فعال شدن 

جهش نداشته باشد  APCاست و هنگامي كه  APCژن 
 ).10(هشها در بتا كتنين اتفاق مي افتدجاغلب فعال شدن 

ي ديگر جهشهايا بتا كتنين بايد توسط  APCجهش در 
با اين حال  .يابد تا به سمت سرطاني شدن پيش رودادامه 

به  ابتلاءخطر  APCي غير فعال شدن جهشهاحاملين 
 تقريباً 40سرطان روده بزرگ با سن حدود  سال 

يي كه در ژن جهشهابسياري از  ).16( درصد است100
APC  ايجاد مي شود باعث توليد يك پروتئينAPC ،كوتاه 

اين پروتئين كوتاه نمي  .شودغيرطبيعي و فاقد عملكرد مي 
تواند از رشد بيش از حد سلولي جلوگيري كند در نتيجه 
. منجر به تشكيل پوليپ مي شود كه مي تواند سرطاني شود

به طور معمول با كمك گليگوژن سنتاز كيناز  APCپروتئين 
اسيدآمينه و  20و از طريق تعامل با GSK-3)(آلفا يا بتا  3

كس تخريب ايجاد مي كند كه يك كمپل SAMPتكرارهاي 
در  كتنينهااين مجموعه پس از ساخت قادر به اتصال به بتا 

كه حامل ) CK1(1با كمك كازئين كيناز .سيتوپلاسم است

بتا  3فسفوريلاسيون اوليه بتا كتنين وگليكوژن سنتاز كيناز 
اين  .توانايي فسفوريلاسيون بتا كتنين براي بار دوم را دارد

اهداف بتا كتنين براي يوبي كوئيتيناسيون  و تخريب به 
و اين مهار كننده ها  .ي سلولي استپروتئازومهاوسيله 

براي جا به جايي به داخل هسته به عنوان فاكتورهاي 
همچنين از  APC .رونويسي براي تكثير ژن عمل مي كنند

در اثبات ميكروتوبول ها نقش  PD2طريق اتصال به دومين 
ي واكنشهامي تواند پس از  APCغير فعال شدن  .ددار

جهش در  .)20( زنجيره اي خاص در سيتوپلاسم آغاز شود
APC  مثل سرطان روده بزرگ رخ  سرطانهااغلب در اوايل

منجر به از دست دادن تنظيم  APCجهش در .)18( مي دهد
بتا كتنين و مهاجرت سلول تغيير يافته و بي ثباتي 

ي روده سرطانهادرصد  80حدود .كروموزوم مي شود
به  P53  .مي باشد APCبزرگ در انسان در اثر جهش ژن 

عنوان نگهبان ژنوم در حفظ ثبات ژنوم از طريق جلوگيري 
ب يك ژن اغل TP53ژن  .) 11(.از جهش ژنوم نقش دارد

ي سرطانهادرصد از  50جهش يافته است كه در حدود 
نقش  TP53انساني نقش دارد و اين نشان مي دهد ژن 

يي كه پروتئينها .مهمي در جلوگيري از تشكيل سرطان دارد
متصل شده و در تنظيم  DNAكد مي شوند به  TP53توسط 

در  .)9( بيان ژن براي جلوگيري از جهش ژنوم نقش دارند
 MDM2توسط تنظيم كننده منفي آن  P53ي عادي سلولها

ي ديگر مسيرهاي تنشهاو يا  DNAپس از آسيب  .مي شود
 .منجر مي شود MDM2و كمپلكس  P53مختلف به تفكيك 

فعال مي شود باعث توقف چرخه سلولي  P53هنگامي كه 
 شده و اجازه مي دهد از طريق تعمير بقاي سلول يا آپاپتوز
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اين مسير را انتخاب مي كند  P53چگونه  .شودالقاء 
متصل مي شود و  DNAفعال شده و به  P53 .ناشناخته است

-Micro RNA/Mirبيان چندين ژن از جمله 

340/C1P1/WAF1 كد گذاري مي شوند. P21)WAF1 ( به
متصل مي ) G1)CDK1-CDK2-CDK6-CDK4كمپلكس 

 Sبه  G1ي مهم براي انتقال و جا به جايي مولكولها .شود
با ) P21)WAFوقتي  .را مهار مي كند آنها در چرخه فعاليت

جهش يافته براي  P53، همكاري مي كند CDK2كمپلكس 
متصل نمي شود در نتيجه پروتئين  DNAمدت طولاني به 

P21 و نمي تواند به عنوان يك  در دسترس نخواهد بود
در  P53 .)1( سيگنال توقف براي تقسيم سلولي عمل كند

 DNAپاسخ به هزاران عامل استرس زا از جمله آسيب به 
 يا عوامل شيميايي مانند پراكسيدهيدروژن، UVناشي از 

كاهش ريبونوكلئوتيد و  شوك اسمزي، استرس اكسيداتيو،
 P53ي پروتئينها. نامنظم بودن بيان انكوژن فعال مي شود

شده و باعث تجمع  MDM2جهش يافته اغلب باعث القاي 

P53 علاوه بر اين پروتئين  .ر سطح بسيار بالايي مي شودد
P53  جهش يافته باعث مهار سطح پروتئينP53  مي شود در

باعث مختل شدن  P53ي بي معني در جهشهابرخي موارد 
در اين مطالعه اثرات  .)21و5( مي شود P53ثبات و عملكرد 

بر  Sargassum ciliforiumعصاره هيدروالكلي جلبك 
براي اولين بار  HT-29ي سرطاني روده بزرگ رده سلولها

مورد بررسي قرار گرفت و در مجموع نتايج حاصل از اين 
مي كند كه عصاره اين جلبك داراي فعاليت  تأييدآزمايش 

ي سرطاني روده سلولهاتوكسيك و قابليت مهار رشد در 
 بررسي مولكولي و ارزيابي بيان .مي باشد HT-29بزرگ رده 

نشان داد كه  Real time PCRبه روش  P53و  APCي ژنها
 Sargassumشده با عصاره جلبك القاء  مرگ سلولي

ciliforium  از طريق فعال سازي پروتئينAPC  و افزايش
كه يك ژن سركوبگر تومور به ويژه در  APCبيان ژن 
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3 Dept. of Physiology, Islamic Azad University, Hamedan, I.R. of Iran. 

Abstract 

Colon cancer is the third most common cancer in the world, with nearly 1.4 million new 
cases diagnosed in 2012.In addition ,the incidence of this disease has increased in recent 
years.Due to the increased incidence of cancer, the use of new chemotherapy molecules 
is required. Many studies have shown that intestinal cancers can be treated through 
natural marine products that contain a large amount of active biological substances with 
new chemical structures and new drug activities. The aim of this study was the effect of 
hydroalcoholic extract Sargassum ciliforium on HT-29 colorectal cell line and evaluation 
P53 and APC genes expression by using Real time PCR Technique . In this study , we 
determined Sargassum ciliforium extract with the MTT assay at 5 different 
concentrations 10-1-0.1-0.01-0.001mg/ml and control group on HT-29 colorectal cancer 
cell line human embryonic kidney HEK were examined. Then optical density each well 
at wavelength 570nm it was found. Data analysis with spss software and One way 
Anova statistical test checked out. Also evaluation P53 and APC genes expression by 
using Real time PCR Technique. Our result showed that extract Sargassum ciliforium 
the effect reducation on viability in human colon cancer cell line HT-29 and also prevent 
the growth of tumor cells.Results showed  the extract Sargassum ciliforium had toxic 
effects in colon cancer cell line HT-29 and this algae extract could be used to develope 
anti-cancer drugs and it was shown that induced cell death with Sargassum ciliforium  

Algae extract through is the activation of APC protein. 

Key words: Colon cancer,HT-29 cell line,Sargassum ciliforium algae,Real time PCR,P53 
and APC genes 

  


