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دو در   Juniperus excelsaسرشاخه هاي سيتوتوكسيك اسانس و عصاره  خواصمقايسه 
  A549بر رده سلولي سرطان ريه البرز  ةمنطق

 ستاره سرحدي و گ مراقبيفرهن، *حسيده مهدخت مدا

  اسيوه زيست شنرگدانشكده علوم پايه، ، شهرري) ره(واحد يادگار امام خميني اسلامي زاددانشگاه آتهران، ايران، 

  27/06/1400: تاريخ پذيرش  09/08/1399: تاريخ دريافت

  چكيده

اكسيدان هستند كه گياهان منابعي از انواع تركيبات آنتي .است ايران، جهان وترين انواع سرطان در سرطان ريه يكي از شايع
ي ي هيدروالكلدر تحقيق حاضر اثر سميت سلولي اسانس و عصاره. توانند در جهت توليد داروهاي ضد سرطاني استفاده شوندمي

از دو  ارس گياه پايه هاي نر هاي سرشاخه. بررسي شد A549هاي سرطان ريه ردة روي سلول، بر  Juniperus excelsaگياه 
آوري شده و اسانس و عصاره به ترتيب با روش كلونجر و خيساندن چشمه در فيروزكوه و سيراچال در كرج جمعي چهل منطقه

 هدهاي ربر روي سلول منطقه، ارس دو گياههاي سرشاخهعصاره  و نساسا ،مختلفي هاغلظتميزان سميت سلولي، . تهيه گرديد
A549  ساعت با استفاده از روش  72و  48، 24در سه زمانMTT براي بررسي مرگ سلولي از روش فلوسايتومتري . ارزيابي شد

ج بررسي اينت. گرديده استفاد اسانس و عصاره دو منطقه µg/ml 10ا ساعته ب 72ر هاي تحت تيماي سلولي در سلولو چرخه
ها به طور معني داري بيشتر بود ولي بين مناطق مختلف تفاوت ها از اسانسميزان سميت سلولي نشان داد قدرت كشندگي عصاره
هاي زنده و  افزايش ورود تعداد سلولهمچنين كاهش بيشتر . (P < 0.01)معني داري از نظر ميزان سميت سلول وجود نداشت

هاي به اين ترتيب عصارة سرشاخه .هاي نر ثابت شدزايش آپوپتوز تحت تيمار با عصارة پايهتيجه افن و در Sub G1ها به فاز سلول
  .  خواص ضد سرطاني دارد G2/Mمرحله  اين گياه با توقف چرخه سلولي در

 سرطان ريه، سميت سلولي چرخه سلولي، وز،، آپوپت Juniperus excelsa :كليدي واژه هاي

 ri.ca.rsuai@haddam.m.s: ، پست الكترونيكي23712212910، تلفن نويسنده مسئول *

  مقدمه
هاي ترين سرطاندنيا، سرطان ريه از جمله مهمدر سراسر 

ترين ز محتملن يكي انواع به د وباشتشخيص داده شده مي
. رودمي هاي ناشي از سرطان به شمارعلت مرگ و مير

سرطان ريه در ايران جز يكي از پنج سرطان شايع است و 
دو نوع ). 24و15(ميزان بروز آن روندي افزايشي دارد 

سرطان ريه سلول كوچك و : اصلي سرطان ريه وجود دارد
ني رطاس رتي كهدر صو. ير كوچكسرطان ريه سلول غ

هاي هر دو نوع را داشته باشد به عنوان يك يويژگ
 .شودشناخته مي) آميخته(لول كوچك و بزرگ كارسينوم س

هاي ريه تشخيص داده درصد سرطان 90الي  85حدود 
  .)34(شده از نوع سرطان سلول غير كوچك هستند

باعث اثرهاي جانبي جدي  هاسرطان مرسومهاي درمان
بالا،  اثربخشيبا ي داروي شود به طوري كه دسترسي بهمي

گذاشته ها تاثير ، كه به طور اختصاصي بر سلولسميت كم
هاي مهم جوامع دارويي دنيا و ارزان باشد يكي از دغدغهو 

گياهان دارويي  با در اين زمينه درمان. باشدحوزه درمان مي
هاي اصلي كنترل و درمان سرطان اند يكي از پايهتومي

خواص ضد توموري و مكانيزم عمل تركيبات  .)31( باشد
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-EGCG ()Epigallocatechin-3(گالات - 3- گلوكاتكيناپي

galate ( ،هاايزوتيوسياناتدر گياه چاي سبز 
)Isothiocyanate (هادر گياهان تيره كلم و ايزوفلاوون 
)Isoflavone(  كه داراي فعاليت آنتي اكسيداني قوي هستند

كه يك  )TQ()Thymoquinone(و نيز تيموكادروئينون 
و تركيب فعال زيستي در اسانس سياه دانه است ثابت 

از پوست مشخص شده است همچنين تاكسول نيز كه 
آيد امروزه به عنوان داروي درخت سرخدار به دست مي

هاي بسياري از اسانس .)16(شود ضد سرطاني استفاده مي
باكتريايي، ضد قارچي و ضد ي خواص ضد هي داراگيا

ها از طريق هاي سرطاني، اسانسدر سلول. توموري هستند
ها نقش هاي سرطاني در درمان آنالقاء آپوپتوز در سلول

كنند در ها متاستاز را مهار مياز طرف ديگر اسانس. دارند
حالي كه داروهاي شيمي درماني قادر به مهار متاستاز 

 .)37(نيستند 

 ،J.excelsa,مانند  ييهاگونه )Juniperus(ارس  ياهجنس گاز 
J.communis, J.oblonga, J.sabina J.foetidissima يراندر ا 

- استان و در يابه صورت لكه هاموجود است و گسترش آن

، )Juniperus excels(گياه اُرِس  .)19( باشديمختلف م يها
اي هميشه سبز از خانواده يك درخت يا درختچه

Cupressaceae هاي شمالي و باشد كه در ايران در شيبمي
و به متر  2850تا1900از ارتفاع كوه البرز جنوبي رشته

 يبش .)14(كوه زاگرس پراكنش دارد مقدار كمتر در رشته
 يامنطقه ييآب و هوا يتالبرز كه از لحاظ وضع يجنوب

باشد يدرختان ارس م يشگاه اصليخشك است، رو يمهن
هوا خود  يو خشك ياييخاك قل كه به علت تابش فراوان،

در  يهثانو يسممتابول ييرو موثر درتغ يبه عنوان عوامل اصل
 يآنت يباتوجود ترك .)25( كنديم يدرختان نقش باز ينا

 يآنت يرااست ز يمناسب يدها نودر انواع ارس يدانتاكس
كننده از سرطان كه  يريجلوگ يباتها به عنوان تركيداناكس

-شدهباشند شناخته يبرنده تومور م يناز ب يهدر مراحل اول

خواص  اسانس و عصاره ميوه و سرشاخه هاي اين گياه .اند

و  26، 7، 1 ( اواني داردبيولوژيكي و فارماكولوژيكي فر
30.(   

 اكسيداني اسانسفعاليت ضد ميكروبي، ضد قارچي و آنتي
اكسيداني و رابطه بين محتويات بالقوه آنتي) 21(گياه ارس 
اكسيداني و همچنين فعاليت آنتي) 22( ارس ةميوو فنولي 

) 12(هاي مختلف دو زير گونه گياه ارس اسانس بخش
 ةاثر سيتوتوكسيتي عصارتاكنون . نشان داده شده است

هاي هوايي گياه ارس بر لوسمي لنفوبلاستيك حاد بخش
هاي ي سرشاخهو عصاره )10وReh )9و  Nalm-6هاي رده

هاي بر سلول   J. excelsaنر و ماده و ميوه دو زير گونه 
MDA-MB-468  ،Hela  وKB )28( اثر سميت ، همچنين

و  KYSE-30 عصاره گياه ارس بر رده سلولي سرطان مري
و رده سلولي  )HU02 )11هاي فيبروبلاست معمولي سلول

MCF-7  ورد ارزيابي قرار گرفت و ميزان م) 8(نه سرطان سي
  . ه استتوانايي خواص ضد سرطاني آنها تعيين گرديد

در اين تحقيق ضمن بررسي خواص آنتي اكسيداني عصاره 
هاي هاي نرگياهان ارس دامنهو اسانس سرشاخه هاي پايه

ير جنوبي البرز، خواص ضد سرطاني آنها و چگونگي تاث
مورد  A549هاي سرطان ريه آنها بر چرخه سلولي سلول

  .سنجش قرار گرفت

  ها مواد و روش
ي نر گياه ارس هاي پايهبرداري از سرشاخهنمونه: تهيه گياه

-  ي سيراچالمنطقه حفاظت شده - كرجي از دو منطقه
 .انجام شد) 2منطقه( -هل چشمهچ -  فيروزكوهو  )1منطقه(
 يياسانش ياهديلك زا هدافتسا اب هدش يروآ عمج ياههنوگ
 عتارم و اهلگنج تاقيقحت هسسوم رد سرا ياه هنوگ
آزمايشگاه ها به پس از انتقال نمونه .تفرگ رارق دييات دروم

ها بر روي يك ها با آب مقطر، سرشاخهو شستشوي آن
ي تميز قرار داده شدند تا در دماي اتاق خشك پارچه
  .شوند

  به طوربه روش خيساندن، گيري رهعصا: عصاره گياه ارس
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ارس مربوط به دو منطقه  انهاي نر گياهجداگانه از پايه
گياه  درپوگرم از  10ابتدا . كرج و فيروزكوه انجام شد
ليتر ميلي 100 داراياي دردار خشك شده به ظرف شيشه

 در انكوباتور ظرف. اضافه شد% 70متانول 
گراد با ه سانتيدرج 40- 45در دماي  )innova42(دارشيكر
عصاره با . ساعت قرار داده شد 24به مدت  rpm 100ر دو

دستگاه  و با كاغذ صافي واتمن صاف شد
 ,Heidolph Laborata Rotary Evaporator, WB eco)روتاري

Germany)  و  150- 180، فشار گراددرجه سانتي 40با دماي
  ).6(تغليظ گرديد، rpm 40  دور

 هايسرشاخهگرم  150يري از گاسانس: اسانساستخراج 
ي نر گياه ارس دو منطقه، به طور جداگانه پايه خشك شده

م انجا ساعت 4به مدت  )تقطير با آب(و به روش كلونجر 
در صورت وجود قطرات آب در اسانس جدا شده،  .شد

آب به كمك سولفات سديم از اسانس حذف گرديد و 
  . )2(ري شدل نگهدااسانس در ظرف تيره و در دار در يخچا

سرطان ريه از  A549رده سلولي : كشت سلول
سلول ها در فلاسك . ديدرانستيتوپاستور ايران خريداري گ

درصد  10ه سرم همرابه  DMEMحاوي محيط كشت  75
FBS وµg/ml 100 سيلين و استرپتومايسين كشت داده پني
در داخل گراد سانتيدرجه  37فلاسك در دماي . شدند

قرار داده % 95و رطوبت  CO2درصد  5انكوباتور حاوي 
   .)29(شد

پس از رشد و تكثير مناسب : بررسي سميت سلولي
اي توزيع خانه 96پليت  3ها درها در فلاسك، سلولسلول

ساعت  24و به مدت ) سلول در هر چاهك 104(گرديدند 
سپس محيط . درجه نگهداري شدند 37در داخل انكوباتور 

به منظور  ج شد وكشت هر چاهك به آرامي خار
 با استفاده ازها و اسانس هاهر يك از عصاره از تيماردهي،

-غلظت هيه و از آنليتر تليگرم بر ميميلي 16آب استوك 

ليتر گرم بر ميليميكروو صفر 10 ، 30، 60، 125، 250هاي 
 رادقم رد سناسا ادتبا سناسا ندش لح رتهب يارب .شد تهيه

در هر  .دش لح Dimethyl sulfoxide (DMSO(يمك رايسب
ر در نظر گرفته خانه براي هر غلظت سه تكرا 96سه پليت 

 از انكوباتور خارج شد وساعت بعد  24پليت اول . شد
 50به هر چاهك در تاريكي  رويي، ةپس از خروج ماي

زرد رنگ،  ليترگرم بر ميليميلي MTT 5 محلول ميكروليتر
. نكوبه گرديدساعت در انكوباتور ا 4اضافه و به مدت 

 رتيلوركيم 50 خالي و به هر چاهك MTTسپس رنگ 
DMSO ؛و پليت با فويل آلومينيومي پيچيده شد دفه شاضا 

-ساعت در انكوباتور انكوبه شد تا كريستال 1حدود  سپس

ود و حل ش در آنMTT هاي ارغواني رنگ حاصل از احياء
نانومتر  570در طول موج جذب نوري هر نمونه  تياهن رد
 -Milton Roy)اسپكتروفوتومتر نانودراپ دستگاه اب

Spectronic 21D- USA)   شدت رنگ  .گيري شداندازه
هاي زنده در هر ارغواني حاصله معرف نسبت سلول

ساعت بعد براي پليت دوم و  48اين مراحل . چاهك است
   .)29و4(پليت سوم تكرار شدساعت بعد براي  72

ميزان  :فلوسايتومتري تكنيكارزيابي نوع مرگ سلولي با 
 µg/ml 10 غلظت كه با A549هاي آپوپتوز و نكروز سلول

تيمار شده بودند، با استفاده از  هاو عصاره هانساسا زا
به اين منظور در پليت . شد ارزيابيروش فلوسايتومتري 

 تحتسلول  104ر متوسط اي در هر چاهك به طوخانه 24
 PBSها با وللسساعت،  72پس از . كشت شدندتيمار 

يك واحد آنزيم تريپسين از پليت جدا و با و شستشو 
بافر % 10سپس رسوب سلولي با محلول  .سانتريفيوژ شدند

سانتريفيوژ  rpm 15000دقيقه در  15 باندينگ شسته شده و
متصل به ) FITS )Fluorescin Isothiocyanateمحلول . شدند

Annexin-V دقيقه در  15ميكروليتر به مدت  5يزان به م
به  Annexineرنگ . انكوبه شدنددماي اتاق و محيط 

فته هاي موجود در غشاي سلول آپوپتوز ياتيديل سرينافسف
 5سپس با استفاده از . كنددار ميها را نشانچسبيده و آن

) PI )Propidum Iodide Ebioscienceميكروليتر محلول 
-FACS(ي شمارش توسط دستگاه فلوسايتومتريآماده

Calibur( شدند .PI هاي نكروز شده به در سلولDNAي 
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هاي نكروز شده را نشان عداد سلولل شده و تهسته متص
اسانس و  در اين آزمون از محيط كشت فاقد. دهدمي

  .)17 و 5( استفاده شد عصاره به عنوان كنترل منفي

به منظور  :فلوسايتومتري تكنيكارزيابي چرخه سلولي با 
اي از چرخه سلولي رحلهچه م ها دركه سلولينتعيين ا

، كشت شدند خانه 24يت ر پلد A549هستند، سلول هاي
از  µg/ml 10تحت تيمار با غلظتساعت  24پس از 
 72. داده شدند منطقه قرار هاي دورهها و عصااسانس

ها از كف پليت جدا شده و ساعت پس از تيماردهي، سلول
سرد با  PBSپس از شستشو با . سانتريفوژ شدند g 800در

ي چرخه براي بررسي فازها. درصد تثبيت شدند 70اتانول 
دقيقه با  30هاي كنترل و تيمارشده، به مدت سلولي، نمونه

 RNaseميكروگرم  20و PIيوم ايوديد ميكروگرم پروپيد 20
مخلوط شدند و توسط ) PBSليترحل شده در يك ميلي(

ر مورد سنجش قرا) FACS-Calibur(دستگاه فلوسايتومتري
ت ، درصد جمعيFlowjoبا استفاده از نرم افزار . گرفتند

     .)3(مختلف چرخه سلولي تعيين شد مراحلسلولي در 

بررسي اثر  آزمايش :هاتجزيه و تحليل آماري داده
در قالب و بررسي چرخه و مرگ سلولي  سيتوتوكسيك

از نرمال پس . طرح كاملا تصادفي و با سه تكرار انجام شد
 Two way(دو طرفه  آناليز تجزيه واريانس كردن داده ها

ANOVA ( يسه ميانگين هامقا. شداجرا)انحراف معيار± 
و رسم   P<0.05با آزمون توكي با سطح احتمال  )ميانگين

 GraphPad و  SPSS 22هاينمودارها با استفاده از نرم افزار

Prism 8 انجام شد.   

  نتايج
تهيه شده از  اثر سميت سلولي عصاره :سلولينتايج سميت 

و ) extract2(و فيروزكوه ) extact1(هاي نر كرج پايه
و ) Essential oil1(هاي نر كرج هاي تهيه شده از پايهاسانس

 72و  48، 24در سه زمان ) Essential oil2(فيروزكوه 
از محيط . بررسي شد A549هاي ساعت بر روي سلول

. اده شدكشت فاقد اسانس و عصاره به عنوان كنترل استف
نزديك به  بيشترين تعداد سلول هاي زنده هاي كنترلنمونه
 100كه ضمن نرمال سازي داده ها،  درصد را داشتند 100

الف، نمودار درصد - 1در شكل . ددرصد در نظر گرفته ش
ها و ر اسانسساعت پس از تاثي24 ها،زنده ماني سلول

هاي تحت تيمار غلظت .نشان داده شده است ها،عصاره
 هاها درصد بسيار كمي از سلولها و عصارهاسانس فمختل

هاي زنده تعداد سلول اين كاهش .ماندندزنده  %)20زير (
 ساعت 72و 48، 24 سه زماندر هر  كنترل ةنسبت به نمون
پس . (P<0.001)داشتند  داري تفاوت معنها، در تمام غلظت

افت ماني سلول ها باز هم كاهش يساعت، ميزان زنده 48از 
. بودمختلف متغيير  تيمارهايدر درصد  0,24تا  12و بين 

خطاي  كهجز تيمار با اسانس منطقه فيروزكوه البته به 
بر  ).ب- 1شكل(عمال تيماردهي مشاهده شدآزمايش در ا

درصد بيشترين ساعت  72پس از  1اساس نمودار ج شكل 
وزكوه به اسانس فير µg/ml10ها تحت اثر ماني سلولزنده
زنده درصد مشاهده شد و كمترين  22,98 ±1,21ان ميز

كرج با غلظت  ةعصار اب راميت تحتمربوز  يهالماني سلو
µg/ml125  ديدرگ هدهاشم درصد 0,15±0,67 به ميزان .

 0,172براي عصاره كرج  IC50ساعت،  72پس از 
و  1,937، اسانس كرج 0,426، عصاره فيروزكوه گرمميكرو

 ).د- 1شكل(ست آمدبد گرمميكرو 0,690اسانس فيروزكوه 
نيز  غلظتوابسته به  ر نسبييك اث در هر سه زمان همچنين

ها، اثر ها و عصارهمشاهده شد كه با افزايش غلظت اسانس
هاي ها افزايش پيدا كرد و در غلظتنكسيك آسيتوتو
  ).1شكل(ها بيشتر بود ماني سلولتر، زندهپايين

درصد ساعت،  72پس از : نتايج سنجش نوع مرگ سلولي
 µg/ml  10پتوز تحت تاثير  وروزه و آپده، نكهاي زنسلول

از هريك از اسانس و عصاره دو منطقه به كمك دستگاه 
مزدوج ئين پروت .فلوسايتومتري مورد سنجش قرار گرفت

فاتيدين فسكه  به سطوح سلولي Annexin V-FITCه با شد
به لايه خارجي دو لايه فسفوليپيدي غشا  سرين در آنها

 .نشانگر آپوپتوز اوليه استآمده است متصل شده كه 
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 )ج، ساعت 48نمودار درصد زنده ماني سلول ها پس از  )ب،   ساعت 24از پس، A549هاي سرطان ريهني سلولامنمودار درصد زنده )الف -1شكل
  .ساعت پس از تيمار دهي IC50 72نمودار  )د، ساعت 72درصد سلول هاي زنده پس از نمودار 

تيمار هاي غلظت د به جز ني دار شدرصد مع 0001/0زمان در سطح در هر سه  تيمارهاي غلظت ماني نمونه شاهد با سايراختلاف ميانگين درصد زنده
هاي ارس كرج، عصاره سرشاخه= extrac1. در مقايسه شدنانحراف معيا ±اعداد به صورت ميانگين. ساعت كه خطا داشت 48نس فيروزكوه در اسا

extrac2 =هاي ارس فيروزكوه، عصاره سرشاخهEssential oil1 =كرج،  هاي ارساسانس سرشاخهEssential oil2 =هاي ارس اسانس سرشاخه
  .P<0.001*** = . است زكوهفيرو

  
كه يك رنگ غير قابل نفوذ به  PIوسط هايي كه تسلول
DNA هاي نكروتيك اند در حقيقت سلولاست رنگ شده
 شان دهنده فازبا هر دو رنگ نگ شده هاي رنسلول .هستند

 2شكلدر  .مي باشنديي آپوپتوز و فاز اوليه نكروز هاانت
شاهد  ةهاي نمونوللسفلوسايتومتري  حاصل از نمودارهاي

ي دو منطقه هاها و عصارهاسانس تيمارتحت هاي نمونهو 

تعداد درصد ، 3بر اساس نمودار شكل .نشان داده شده است
ه نسبت به نمون تيمارها ةاثير كليت تتح هاي زندهسلول

 هايسلول تعداد برعكس .داشتكاهش معني داري  هدشا
 اثر تحت ريتاخي آپوپتوزي هايسلول نيز و نكروتيك
 افزايش كنترل نمونه به نسبت هاعصاره و هااسانس

 .P<0.05) (داد نشان را معناداري
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O2  O1 CONTROL 

E2  E1  

Apoptosis Analysis 

Q1= Necrotic Cells 

Q2= Late apoptotic Cells 

Q3= Early apoptotic Cells 

Q4= Viable Cells 
  

هاي زنده، نكروزه و آپوپتوز تحت تاثير  ساعت، درصد سلول 72پس از  :در تعيين نوع مرگ سلولي رينمودارهاي حاصل از فلوسايتومت -2شكل
µg/ml 10 ترفار گمورد سنجش قر يايتومتردستگاه فلوس منطقه به كمكاز هريك از اسانس و عصاره دو .CONTROL  = ،شاهدO1 = عصاره

درصد = Q1 .اسانس سرشاخه هاي فيروزكوه= E2اسانس سرشاخه هاي كرج،  =E1عصاره سرشاخه هاي فيروزكوه، = O2 سرشاخه هاي كرج،
 هاي زندهلدرصد سلو= Q4زاوليه، هاي آپوپتولدرصد سلو= Q3اي آپوپتوز تاخيري، هدرصد سلول= Q2هاي نكروزه، سلول

 
  

 
- سلول دبيشترين كاهش تعدا. رسم شده است 2كلهاي حاصل از دستگاه فلوسايتومتري در شبر اساس داده نمودار :نوع مرگ سلولي نمودار -3شكل

هاي ونهنم يش ازداري ب ور معنيه طوز اوليه بدرصد آپوپتها، هتحت تيمار اين عصار .بودهر دو منطقه گياهان هاي عصارههاي زنده مربوط به تيمار با 
= P<0.05 .extrac1) (د افزايش داشته استيري نسبت به شاههاي آپوپتوز تاختحت تاثير عصاره گياهان كرج درصد سلول طقف اما؛ شاهد بوده است
= Essential oil2ج، س كرار هايشاخهنس سراسا= Essential oil1هاي ارس فيروزكوه، عصاره سرشاخه= extrac2هاي ارس كرج، عصاره سرشاخه
- سلول= Necrosisآپوپتوز تاخيري و = Apoptosis2يه، آپوپتوز اول= Apoptosis1هاي زنده، سلول= live .هاي ارس فيروزكوه استاسانس سرشاخه

  .معنيبي = P<0.001(  ،) =**P<0.01( ، =*(P<0.05)  ،ns(***=  .هاي نكروز را نشان مي دهد
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ي رخهوضعيت چ :وليچرخه سلي وضعيت بررس نتايج
غلظت  با ساعته 72تيمار تحت  A549هاي ي سلوللولس

ي به دست آمده از اهليتر اسانسرم بر ميليگوركيم 10
و نيز ) 2اسانس (و فيروزكوه ) 1اسانس (هاي نر كرج پايه

و ) 1عصاره(هاي نر كرج هاي به دست آمده از پايهعصاره
يتومتري ز روش فلوسااستفاده ، با ا)2صارهع(كوه فيروز

طور كه در هاي حاصل همانداده). 4شكل (بررسي شد 
ت حاكي از آن بود كه نيز نشان داده شده اس 5نمودار شكل

 G1ي ها در مرحلهحت اثر هر دو عصاره، فراواني سلولت

ه طور معناداري نسبت به نمونه كنترل كاهش داشته ب
(P<0.001) راحلها در مآنل فراواني و در مقابS, G2, sub 

G1 ي سلولي افزايش معناداري داشته است خهچر
(P<0.001) .ي سلولي، هر هها بر چرخدر رابطه با اثر اسانس

 G1ي ها در مرحلهها فراواني سلولدو اسانس مانند عصاره
و در  دادند كاهش به طور معني داري نسبت به شاهد 

 در سايرند اما يش دادري افزامعني داطور به   Sمرحله
 .ني داري نداشتنداثر مع لمراح

   

O2 O1 

CONTROL  

 

E2          

  
E1  

عصاره = O1شاهد، =  CONTROL. ها را در مراحل چرخه سلولي نشان مي دهددرصد سلول ز فلوسايتومتري كهنمودارهاي حاصل ا -4شكل
 .رشاخه هاي فيروزكوهساسانس = E2اي كرج، سرشاخه هاسانس = E1هاي فيروزكوه، عصاره سرشاخه = O2 سرشاخه هاي كرج،

 

 بحث

بشر است  يهانج خيتاراز  يبخش اهانياز گ ياستفاده درمان
 يبرا به طور مكرر اهانيت مشتق شده از گو محصولا

- در سال. شوديها استفاده ميمارياز ب يريشگيپ ايدرمان 

 يبا اثرات ضد سرطان ياهيمحصول گ ني، چندرياخ يها
 ). 20(شده است ييمختلف شناسا يهاشيآزما ستميدر س

 يبرا يبه طور سنت  Juniperus excelsa اي ارس
 و سل ي، زرديسرماخوردگو  تي، برونش، سرفههورسمنيد

) 2012(در مطالعات نبي و همكاران . )36( شدياستفاده م
با مهار را  شديد يضد تومور تيفعال ارس يعصاره متانول

ضد  تيفعال نيكمتر آن اتر ليات يد فركشندرصد و  6/86
هاي بررسي. درصد نشان داد 6/46را با مهار  يتومور
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روي خواص ضد  بر) 2014(و همكاران ي ماعيلاس بعدي
ويي از جنوب كشور بر چند رده سلول گياه دار 27سرطاني 

ولي سرطاني نيز خواص ضد توموري ارس را تاييد كرد 

 A549روي رده سلولي  از اثر عصاره اين گياه بر گزارشي
 ).23و13( ارائه ندادندسرطان ريه 

 

 
 > P)ه هر يك از عصاره ها و اسانس ها با نمونه شاهد اختلاف معني دار آنها مقايس :ها در هريك از مراحل چرخه سلولينمودار درصد سلول -5شكل

ولي  (P < 0.001) بت شاهد شدندصد سلولها نسافزايش معني دار دروجب عصاره م هر دو G2در مرحله . نشان داد SوG1را در مرحله  (0.001
ها تحت تاثير دار درصد سلولافزايش معني SubG1در مرحله. معني دار نبود  SuperG2وG2ها تحت تاثير اسانس ها در مرحله تغييرات درصد سلول

روزكوه، هاي ارس فيهعصاره سرشاخ= extrac2هاي ارس كرج، سرشاخه هعصار=  extrac1 (P < 0.001)هردو عصاره نسبت به شاهد مشاهده شد
Essential oil1 =هاي ارس كرج، اخهاسانس سرشEssential oil2 =هاي ارس فيروزكوه استخهاسانس سرشا.) =***P < 0.001(  ،) =**P < 

0.01( ، =*(P < 0.05)  ،ns =بي معني.  
 

ر زنده ب هاسسانها و ابررسي اثر سميت سلولي عصاره
اره ها د، سميت عصنشان دا A549 ي سرطانيهاماني سلول

-از اسانسگياهان ارس هر دو منطقه از دامنه جنوبي البرز، 

شتر بود ولي از نظر خواص سميت سلولي بيي اين گياه ها
منطقة وجود ها و عصاره هاي دو اختلافي بين اسانس

يت سماثر  هاها و هم عصارهدر مجموع هم اسانس. نداشت
همه زنده ماني ند به طوري كه مقادير سلولي شديدي داشت

 24ها و كاهش شديد تعداد سلول كمتر بود IC50آنها از 
و همكاران  خباز آذر. ا مشاهده شداز تاثير آنه عدبساعت 

را بر  Juniperus excelsaعصاره نيز سميت زياد ) 2012(
نشان ين همچن گزارش كردند HepG2 هاي سرطانسلول

دليل  سلول به ATP كاهش باعث دند عصاره اين گياهدا
 زمان بهوابسته  ATPتنفس ميتوكندري شد اين كاهش  مهار
حتمال زياد مكانيزم سميت عصاره بود ولي به ا غلظت و

در . )20(نبوده است سلولي اين عصاره استرس اكسيداتيو
ها ا و عصارههبا افزايش غلظت اسانستحقيق حاضر 

خواص ضد  يتاقيقحت هژورپ دنچ رد. ر شدشتها بيسميت آن
 از مناطق ديگر ،جمع آوري شده رسني عصاره گياه اسرطا

 هك استنشان داده شده  ديگر بر روي چندين رده سلولي
سميت ). 28و27و13( با نتايج تحقيق حاضر همسو است

بر نيز توسط توپكو و همكارانش  اسانس گياه ارس سلولي
 هايسلول از جمله ينطارس لسلوچندين رده روي 
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گرفت و قدرت مورد مطالعه قرار  LU1ي سرطان ريه رده
  . )33( ي آن مشخص گرديدسميت سلولي بالا

ي ساعته 72تحت اثر تيمار رسي ميزان مرگ سلولي بر
ليتر گرم بر ميليميكرو 10غلظت  با A549هاي سلول
اده از استفنر دو منطقه با ي اهيههاي پاها و عصارهاسانس

هاي زنده نسبت لري كاهش تعداد سلوروش فلوسايتومت
هاي زنده هاي شاهد را تاييد كرد و تعداد سلولبه نمونه

ها كمتر از تعداد آنها تحت تيمار ار عصارهتحت تيم
ها بود كه نتايج سنجش درصد زنده ماني با تست اسانس

MTT پتوزكه در مرحله آپوي يهالسلو درصد. را تاييد كرد 
هم و  مشابه طوربه ر همه تيمارها اوليه بودند تحت تاثي
هايي كه در بودند ولي تعداد سلول بيشتر از نمونه شاهد

ها بيشتر از پتوز تاخيري بودند تحت تاثير عصارهمرحله آپو
هاي دهد توان عصاره سرشاخهها بود كه نشان مياسانس
براي  از گياهان ارس كرج صلاره حبه ويژه عصا اين گياه

همان آپوپتوز بيشتر  ريزي شده سلول ياالقاي مرگ برنامه
 ) 2017(و همكاران  درويشي از اسانس آن است و با نتايج 

 Nalm-6مورد اثر عصاره ارس بر روي رده هاي سلولي در 
وز تاخيري بيشتر بودن آپوپت .)10(همسو مي باشد Rehو

و  DNAدهنده شكسته شدن ن انش هنسبت به آپوپتوز اولي
وپتوز اوليه بيشتر در تحقيق حاضر آپ .تغييرات غشايي است
دهد عصاره و اسانس اين گياه بر روي است كه نشان مي

اختلال در  .تاثير گذاشته است DNAاز شكست  غشا بيشتر
سرطان و فرآيند آپوپتوز عامل بسيار مهمي در ايجاد 

ه آپوپتوز از دلايل ب تقاومرود و مگسترش آن به شمار مي
برابر شيمي هاي سرطاني در ولاصلي مقاومت دارويي سل

  .  )18و5( درماني است

 72هاي تحت تيمار بررسي وضعيت چرخه سلولي، سلول
گرم ميكرو10هاي با غلظت ها و عصارهساعته با اسانس

چرخه سلولي  G1هايي كه در مرحله نشان داد، تعداد سلول
ژه منطقه هاي دو منطقه بويرهصاعثير بودند تحت تا
به شاهد داشت و بر ش معني داري نسبت فيروزكوه كاه

هايي كه در ساير ها تعداد سلولعكس تحت تاثير عصاره
يافت و مجدد  خه بودند نسبت به شاهد افزايشمراحل چر

ها بيشتر از هاي تحت تيمار عصارهاين افزايش در سلول
ر با ور ويژه در اثر تيماط هيب ببه اين ترت. ها بوداسانس

ها در جمع سلولارس كاهش رشد و ت هايعصاره سرشاخه
مقايسه نمودارهاي . نقاط كنترل چرخه سلولي مشاهده شد

ت تيمار هاي تحاد كه چرخه سلولي سلولحاصل نشان د
متوقف شدند  G2/Mها در مقايسه با شاهد در مرحله عصاره

ها در مرحله سناسا هاي تحت تيماردر حاليكه سلول
G0/G1 و  هاي زنگبا يافته اين نتايج. توقف گرديدم

 ).38(همسو است) 2015(همكاران 

نشان دادن تركيب گياهي ) 2012(و همكاران  تين
با متعلق به برخي گياهان خانواده كمپوزيته  نينيسيرتمآ

 D1 نيكلي، سE نيكلي، س CDK2  ،CDK4 انيب نييپا ميتنظ
چرخه  دي، باعث توقف شد p16 انيب شي، و افزاE2F1و 

 يها، سلولروستاتپ يسرطان يهالولدر س G1 يسلول
 شوديم يمر يسرطان يهالپستان انسان و سلو يسرطان

تركيب گياهي ديگري متعلق به برخي  نيدونياور .)32(
را در مرحله  يسلول ةتواند چرخيم گياهان تيره لامياسه

G2/M دكب كارسينوماي يهادر سلول HepG2  متوقف
  ).35(كند

  كلي نتيجه گيري

هاي گياهان ارس ها و اسانسهعصارها نشان داد بررسي 
ي نيز سميت سلول هاي جنوبي البرزمعتدله دامنه ةمنطق

داري بين دو منطقه كرج و زيادي دارند، ولي تفاوت معني
ها به ها از اسانسسميت عصاره در مجموع. فيروزكوه نبود
بر بودن درصد علي رغم برا .تر بوديشب اريطور معني د

ها اما ها و اسانسحت تاثير عصارهآپوپتوز اوليه ت هايسلول
چار ها دهايي كه تحت تاثير عصارهتعداد سلولدرصد 

تحت تيمار . آپوپتوز تاخيري و نكروز شده بودند بيشتر بود
 هايي كه در مرحله د سلولها توقف درصبا عصاره

G2وSub G1 ديوا حدو ت S شاهد و از  متوقف شدند بيشتر
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گروه اخير اكثر  بود و در حت تيمار با اسانسهاي تلولس
  .  متوقف شدند G1ها در سلول

  تشكر و قدرداني

  انيدو قدردانند مراتب تشكر خود لازم مي ان برنويسندگ

آزمايشگاه تحقيقات زيست  محترم كارشناساناز خود را 
ري شهر )ره(خميني ماما ارگياد واحدشناسي دانشگاه آزاد 
ايشان جهت هتيران به سبب مساعدو نيز آزمايشگاه ژن

  .اعلام نمايندحاضر  ةپروژانجام 
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Abstract 

Lung cancer is one of the most common types of cancer in the world and Iran. Herbs are 
a source of a variety of antioxidant compounds that can be used to produce anti-cancer 
drugs. In the present study, the effect of cytotoxicity of essential oil and hydroalcoholic 
extract of Juniperus excelsa on A549 lung cancer cells was investigated. The branches 
of male rootstocks of Aras plant were collected from Chehel Cheshmeh in Firoozkooh 
and Sirachal in Karaj and the essential oil and extract were prepared by Clevenger and 
soaking methods, respectively. The degree of cytotoxicity, different concentrations of 
essential oil and extract of the two regions, on A549 cells in three times of 24, 48, and 
72 hours Was evaluated using MTT method. Flow cytometry was used to evaluate cell 
death and cell cycle in cells treated for 72 hours with 10 µg/ml of essential oil and 
extract of two regions. The results of cytotoxicity showed that the lethal power of 
extracts was significantly higher than essential oils, but there was no significant 
difference between different regions (P <0.01). Also, a further decrease in the number 
of viable cells and an increase in cell entry into the Sub G1 phase, resulting in an 
increase in apoptosis treated with male root extract, was proven. Thus, the extract of the 
branches of this plant has anti-cancer properties by stopping the cell cycle in the G2 / M 
stage. 

Keywords: Juniperus excelsa, Apoptosis, Cell Cycle, Lung cancer, Cytotoxicity 


