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يه سلولهاي عل بر) .Rosa damascena mill L(ي گل محمدي و اتانول اثرات عصاره آبي
 سرطاني معده انسان

  *محمدمهدي يعقوبي و كتايون ميمندي
 كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته كرمان، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، گروه بيوتكنولوژي

  9/12/93 :تاريخ پذيرش    8/6/93 :تاريخ دريافت
  چكيده

براي  كهوجود دارد  ياديمنحصر به فرد ز گياهيهاي گونه. در جهان است مير و و مرگ بيمارياز عوامل مهم  يكيمعده  سرطان
گل  آبيو  اتانوليعصاره  سرطانيضد  خاصيت بررسي يق،تحق ينا هدف در. مطالعه شوند سرطاني بايدضد  يافتن تركيبات

ها به همراه از عصاره هشت غلظت متفاوتلذا بررسي بر روي . شدمي با) AGS( انسان معده سلولهاي سرطانيبر رده  محمدي
 يربر تكث هااثر عصاره و MTTبا آزمون  هاعصاره سميت. نجام گرفتسرطان معده ا يرده سلول يبر رو فلورواوراسيل - 5 يدارو
از نتايج  .كار رفتهسلول ب يمرگ آپوپتوز گيرياندازه براي TUNELروش  و يدگرد يبررس BrdUبا سنجش مصرف  يسلول

 ينا يبرا IC50شاخص . ديابيكاهش م يداريطور معنبه يسرطان يسلولها يبقا يگل محمد يو عصاره اتانول يعصاره آببرآمده 
 BrdUمصرف  يزانروش م نتايج. دست آمد يتر بهليليگرم بر مكرومي 517/2و  887/3 يببه ترت AGSسلول  يدو عصاره رو

. شونديم) يبروبلاستنسبت به سلول ف(سرطان معده  يسلولها يردار تكثيسبب كاهش معن يو اتانول ينشان داد هر دو عصاره آب
 ياز عصاره آب يشترب يعصاره اتانول مهاريو  ياثر كشندگ ينهمچن. يابديكاهش م يزن يرتكث يزانغلظت هر دو عصاره م يشبا افزا
 .برآورد گرديد درصد 90 ميزان بروز مرگ آپوپتوزي ناشي از افزودن هر دو عصاره آبي و اتانولي روي سلولهاي سرطاني. است

و تكثير و القاي مرگ در سلول سرطاني معده بقاء  عصاره آبي و اتانولي گل محمدي از طرق مختلف باعث كاهشدر نتيجه 
 . شودانسان مي

 سميتآپوپتوز،  محمدي،گل  اتانولي،و  آبيمعده، عصاره  سلول سرطان :يديلك واژه هاي

  m.yaghoobi@kgut.ac.ir  :پست الكترونيكي ،  03433776610:تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
عامل عمده  دومينسرطان يا دن ياز كشورها ياريبس در

سرطان . است يعروق يقلب يماريهايبعد از ب يرمرگ و م
مرگ  يبا نرخ بالا ودر جهان  يجسرطان را ينمعده چهارم

 يهبعد از سرطان ر ،سال نفر درصد هزار  ير هفتم و
 مشكلات. )25(است يسرطان يمرگها يعامل اصل يندوم
 درماني و عوارض پرتوو  يدرمان يميدر استفاده از ش يفعل

جانبي متعددي كه در اثر استفاده از آنها براي بيمار ايجاد 
شود و همچنين مقاومت سلولهاي سرطاني به درمانهاي مي

 رايج، سبب شده است محققين رو به سوي داروهاي جديد

شگفت  يمنبع يعتطب. ياورندكمتر ب يتو سم يشتربا اثر ب
 ييميايبا تنوع ش يدجد ييمناسب دارو يباتاز ترك يزانگ
 ي،جانور ياهي،گ گونه يليونهااست كه در م يادز ياربس

و  6(شوديم ها يافتميكروارگانيسمو  ياييجانداران در
جمله اين  گياهان از متابوليتهاي ثانويه موجود در .)16

 .از آنها هنوز ناشناخته هستند ياريكه بس تركيبات هستند
تركيبات گياهي كه خاصيت ضد سرطاني و ضد توموري 

شيميايي آلدهيدها، آلكالوئيدها،  دارند در گروههاي
فلاوونوئيدها، گليگوزيدها، ترپنوئيدها و تركيبات فنلي قرار 
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 يشاكنون بهم قابل توجه است كه . )26و 11 ،1(گيرندمي
 يعياز منابع طب يسرطان ضد يجراداروهاي  درصد 60از 

ها مشتق مسميكروارگاني دريايي وياهان، جانداران گ شامل
   .)16(اندشده

از .Rosa damascena mill L علمينام  با محمديگل 
 Persia( رز ياآن پرش انگليسينام  .باشدميخانواده رزاسه 

Rose (داماسك رز به و عموماً است (Damask rose) 

 و .Rosa gallica L زا هيبريدياين گياه . باشدمي معروف
Rosa moschata Herrm. محمديگل . )23و  17(است، 

 ترين گلهايكي از فراوانبومي خاورميانه و  ،ملي ايرانگل 
هم  ،مقاوم به خشكي استبسيار چون  باشد ومييران در ا

ايران از نقاط  بسياري در زراعيهم  به صورت طبيعي و
، فارس ،ايران، كاشان عمده آن در توليدمناطق  .رويدمي

از گلها،  يمختلف يباتترك. )3(هستند و كرمان آذربايجان
هاي گل محمدي شامل ترپنها، گليكوزيدها، ميوه و گلبرگها

اين گياه  .است آنتوسيانينها جدا شده و فلاونوئيدها
، C، ويتامين، ميرسناسيد كربوكسيليكهمچنين حاوي 

 ييخواص دارو .)12و  3(فرول و كوئرستين استپكام
آنها نسبت  يفنوليبات ترك يخانواده رزاسه عمدتاً به فراوان

مثل  ياديز ييخواص دارو فنولي تركيبات. شوديداده م
 آزاد، ضد التهاب، راديكالهايبرنده  از بين، اكسيدانتيآنت

اكسيدانتهاي آنتي. )3(دارندرا  يضد افسردگ و ضد جهش
كشندگي انتخابي سلولهاي گياهي در پيشگيري از سرطان و 

سرطاني از طرق مختلف مانند القاي آپوپتوز، جلوگيري از 
، 9، 5، 2( زايي و رشد متاستاتيك سرطان نقش دارندرگ
به  رز ايراني برگهاي سنتيدر طب . )27و  26، 13، 11

 يبرا ينهمچن .شونداستفاده مي نملي وصفرابر عنوان 
درمان  قلب، يتتقوي، شكم سينهدرمان درد قفسه 

. شوديم يهتوص يگوارش يهايو ناراحتي قاعدگ يزيخونر
از  ياديانواع ز يهعل يقو ياييباكتر اثرات ضد محمديگل 
انتروباكتر، يلوس، آئروموناس، باس شامل يهاباكتر

پروتئوس، يوم، باكتريكومايلا، كلبسيشيا، انتروكوكوس، اشر
يرسينيا و  يلوكوكوسسالمونلا، سودوموناس، استاف

تركيبات جدا شده از عصاره آبي و متانولي گل  .)17(دارد
محمدي  شامل كامپفرول و كوئرستين اثر ضد ويروس 

 همچنين اخيراً .)14(نقص ايمني اكتسابي انسان دارند
گزارش شده كه بخش غير محلول اسانس گل محمدي 
باعث كاهش تكثير سلول سرطاني روده بزرگ انسان مي 

وجه به خواص زياد دارويي گل محمدي كه با ت. )19(شود
بخشي از آن در بالا ذكر گرديد و وجود تركيبات فنولي، 
ترپنها، گليكوزيدها، فلاونوئيدها و آنتي اكسيدانتها در آن، 
مطالعه اثرات احتمالي ضد سرطاني اين گياه ضروري به 

 از طرف ديگر در زمينه خواص ضد سرطاني . رسدنظر مي
با توجه به فراواني آن در ايران، مطالعه  گل محمديعصاره 

اي ديده نشد و لذا اين گياه براي مطالعه و منتشر شده
و  يآب يهااثر عصاره يقتحق يندر ا .انتخاب شد بررسي
سلول سرطان  يررشد و مرگ و م يرو يگل محمد ياتانول

  .شد يمعده بررس

  مواد و روشها
از شهرستان  گلهاي محمدي: هاجمع آوري نمونه

استان ) درجه شرقي 75/56و  يشمال درجه 65/29(بردسير
علي سيد محمددكتر  آقايآوري و توسط كرمان جمع

 در 1275گياه فوق با شماره . شد تأييد شهربابكي وكيلي
دكتر  يآقا يونباهنر كرمان، كلكس يددانشگاه شه هرباريوم

زمان  گلها تا. شود يم نگهداري الديني ميرتاجمنصور  يدس
از انتقال  پس و نگهداري خشك در يخ آزمايشگاهانتقال به 

درجه سانتي  - 80 فريزرتا زمان استفاده در  آزمايشگاهبه 
  .شدند نگهداريگراد 

 محمديگرم از گلبرگهاي گل  40 حدود: يعصاره آب تهيه
 80.شدند مايع آسياب نيتروژن در هاون چيني و با كمك

به مدت  ها، سپس نمونهوده شدآب مقطر به آن افز ليترميلي
از  دور ودرجه سانتي گراد  4 دمايبا  شيكر ساعت در 48

مدت  ينا پس از .نفوذ حلال قرار داده شدند براينور 
 دردرجه سانتي گراد  4 دمايدر  دقيقهها به مدت ده نمونه
. شدند بر ابر شتاب جاذبه زمين سانتريفيوژ  12000 دور
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دستگاه فريزدراير به صورت پودر محلول رويي حاصل در 
از  بعدي آزمايش دوراستفاده در مراحل  خشك شد و براي

  .)4(شد نگهداري درجه سانتي گراد - 20 در فريزرنور و 

شده  ذكربه روش  از گلهاگرم  200 :اتانولي عصاره تهيه
سپس به . اتانول اضافه شديتر ليليم 400آسياب و در بالا 
 و درجه سانتي گراد 4با دماي  شيكر ساعت در 48مدت 

بعد از اين  .دور از نور براي نفوذ حلال قرار داده شدند
پمپ خلأ  و 1 مدت محلول رويي با كاغذ واتمن شماره

و  هشد تغليظ حاصل در دستگاه روتاري محلول .فيلتر شد
 .با قرار دادن در معرض هوا تبخير شد نيزحلال  باقيمانده

در مراحل بعدي آزمايش در  عصاره حاصل براي استفاده
و دور از نور نگهداري درجه سانتي گراد  - 20 فريزر
  .)4(شد

رده سلولي : و كشت آنها يسلول يهارده تهيه
به عنوان سلول ) HSkMC(انسان  يچهماه فيبروبلاست

 ي آدنوكارسينوماي سرطان معده انسانشاهد و رده سلول
)AGS (تهيه گرديد ايران از بانك سلولي انستيتو پاستور.  

 هودير در ز يل واستر يطمراحل كشت سلول در شرا كليه
سلولها در . انجام شداتاق كشت سلول  ينار درلام

محيط در  ومربع متريسانت 25فلاسكهاي كشت سلولي 
 ،RPMI1640يتر از محيط كشت ليليم 5كشت حاوي 

- آنتي FBS( ،μg/ml50(گاو  ينسرم جن درصد 10 يحاو

 µg/ml2و  يلينسي پن U/ml50بيوتيك استرپتومايسين، 
و درجه سانتي گراد  37ي در انكوباتور با دما Bآمفوتريسين

 CO25 وضعيت سلولها هر روز . كشت داده شدند درصد
زير ميكروسكوپ معكوس مشاهده شده و سلولهاي در 

 يطمح شامل(انجماد  يطدر مح مرحله رشد لگاريتمي
 درصد 10گاو و  ينسرم جن ددرص 20كشت به اضافه 

DMSO (منجمد شده و در ازت مايع نگهداري شدند.  

روي سلولها به روش  ياهيعصاره گ سنجش سميت
چهار در  AGSسلول  5000 تعداد:  MTTرنگ آميزي

 μl 50خانه كف صاف با 96 پليت هايچاهك ازافقي رديف 
ساعت در انكوباتور  24داده شد و به مدت  محيط، كشت

رديف بالا، پايين، چپ و . شدند ينگهدار همان شرايطبا 
. راست به عنوان بلانك بدون سلول خالي نگه داشته شد

، 8/1، 2/1، 6/0، 3/0(ي از عصاره آب متفاوتغلظت  تفه
، 2/0(عصاره اتانولي هفت غلظت از و ) 2/4، و 6/3، 4/2
گرم يكروم برحسب)  8/2و  4/2، 2، 6/1، 2/1، 8/0، 4/0

غلظت  ،ميكروليتر 5در حجم نهايي حداكثر  يترليليدر م
 داروي μg/ml6/2و غلظت  بدون عصاره شاهد يصفر برا

اين دارو براي  IC50نزديك به (يل فلورواوراس- 5 يجرا
 96ي پليت ستونهاروي هريك از ) سلول سرطان معده

 باسپس . )24(اثر داده شدساعت  48مدت  بهخانه 
-Cell Proliferation Kit (MTT, 3-[4,5يتك

dimethylthiazol-2-yl)  سازنده  شركتروش  طبق
)Roche applied science ,Germany ( آزمونMTT  انجام

به هر چاهك اضافه  MTTميكروليتر از معرف  5ابتدا  .شد
. حلال اضافه شدميكروليتر  50ساعت  4شده و پس از 

روفتومتري و با دستگاه پليتها در روز بعد با روش اسپكت
طول  در) BioTek شركت( ELX808لايزاريدر مدلا

خوانده  )طول موج مبنا(  nm680و  nm490ي موجها
  .شدند

 سلول با استفاده تكثيربر  ياهيگ عصاره بررسي ميزان اثر
 و سرطان معده يبروبلاستف سلول 5000 تعداد : BrdUاز
خانه كف صاف با  96 يتپل چاهك چهار رديف از در

 24داده شده و به مدت  كشت، كشتيط از مح μl50حجم 
هفت غلظت از سپس  .نگهداري شدنددر انكوباتور  ساعت
كه در روش  همان غلظتهاييدر  اتانولي و آبيهاي عصاره
MTT 48 به مدت به سلولها افزوده شد و ،كار رفتهب 

از عصاره غلظت صفر . قرار گرفتند ساعت در همان شرايط
 يجرا داروي μg/ml6/2و غلظت بدون عصاره شاهد  يبرا
بعد از اين مدت با . رفت به كارنيز يل فلورواوراس- 5

  Cell Proliferation ELISA, BrdU kitيتاز ك فادهاست
 ,Roche applied science)طبق دستور شركت سازنده
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Germany)  آزمونBrdU(5-bromo-2’-deoxyuridine) 
چاهك  به هر BrdUميكروليتر از محلول  5ابتدا . شد انجام

محيط فوق برداشته شده و ساعت بعد  سهافزوده شده و 
. به هر چاهك ريخته شد FixDenatميكروليتر محلول  100
ميكروليتر  50دقيقه بعد اين محلول نيز برداشته شده و  30

پس از . به هر چاهك ريخته شد BrdUمحلول آنتي بادي 
با  دقيقه آنتي بادي نيز برداشته شده و چاهكها سه بار 90

ميكروليتر محلول  50آنگاه  .بافر نمكي فسفات شسته شد
 يتهاپل دقيقه بعد 20.به هر چاهك ريخته شدسوبسترا 

) BioTekشركت ( ELX808الايزاريدر مدلتوسط دستگاه 
خوانده  nm 490و طول موج مبناي nm370طول موج  در

يعي طب سلولبه عنوان  يبروبلاستف ياز سلولها. شدند
  .شدشاهد استفاده 

آپوپتوز به  يمرگ سلول يالقا عصاره در اثر بررسي
روي لامل و در پليتهاي   AGSسلولهاي:  TUNELروش 

 پس. كشت داده شدنديط انكوباتور با همان شرا درخانه  6
از  µg/ml 6/1ميزان،  درصد 60به رشد حدود  يدناز رس

 اضافه سلولهابه  ياز عصاره آب µg/ml 4/2و يعصاره اتانول
اين غلظت از وسط . منتقل شدند انكوباتورشد و پليتها به 

ي سنجش آزمايشها محدوده غلظتي مورد استفاده در 
MTT  وBrdU باساعت  24بعد از گذشت . انتخاب شد 

طبق دستور   In situ cell death detection TMR Redيتك
 (Roche applied science, Germany)شركت سازنده 

 يمآنز يدر نمونه كنترل منف. شد انجام TUNEL روش
ترانسفراز حذف شد و در نمونه كنترل مثبت از ينال ترم
سلول  DNAدر  يشكستگ يجادا يبرا DNase Iيم آنز

 دراز سلولها  ،محاسبه درصد آپوپتوز براي. استفاده شد
ميكروسكوپ فلورسانس  بانانومتر  590طول موج 

)Axioplan 2, Zeiss( اي رنگ برداري و سلولهعكس
شمارش و درصد تصادفي ميدان  5 گرفته و رنگ نگرفته در

با  يداندر همان م يسهبه جهت مقا. آپوپتوز محاسبه شد
 يبردارهم از سلولها عكس يمعمول ينور يكروسكوپم

  .شد

 درBrdU و  MTTروش  يبرا آزمايش :روشهاي آماري
 يجتكرار انجام شد و نتا 4با  يتصادف كاملاًيه قالب طرح پا

 يزانو م) viability(به صورت درصد زنده ماندن  ترتيببه 
آپوپتوز بر  يزانم TUNELدر روش . جذب برآورد شد

 50. برآورد شد يشمارش سلول يقاساس درصد از طر
 plusافزاربا استفاده از نرم) IC50( يسلول يتسم درصد

V1.0 (INER,V1.0)  ED50 تجزيه واريانس . محاسبه شد
 از اين آزمون به صورت تجزيه واريانسهاي حاصل داده

)ANOVA (و مقايسه ميانگين در طرح پايه كاملاً تصادفي 
)CRD (افزار با استفاده از نرمSAS قرار  يمورد بررس

با استفاده از آزمون چند  يمارهات يانگينم يسهمقا. گرفتند
 يسهانجام شد، مقا درصد 5دانكن در سطح احتمال ي ادامنه

با استفاده از آزمون دانت  يزكنترل ن يماربا ت رهايمات يانگينم
  .قرار گرفت يمورد بررس درصد 5در سطح احتمال 

 نتايج

سرطان  يسلولها يعصاره رو ياثر كشندگ يبررس براي
عصاره  يترليليبر مگرم كرويم 2/4تا  3/0 غلظتهايمعده، 

عصاره  يترليليبر مگرم كرويم 8/2تا  2/0 غلظتهايو  يآب
 باآنها  اثرسرطان معده اثر داده شد و  يبر سلولها ياتانول

 غلظتهاينشان داد تمام  يجهنت. شد يبررس MTTروش 
ي سلولهاي بقا يگل محمد يو عصاره اتانول يعصاره آب

) P%5( دهندداري كاهش ميسرطاني را به طور معني
سلول  يعصاره رو ي اين دوبرا IC50شاخص ). 1-شكل(

AGS يتر به ليليبر مگرم كرومي 517/2و  887/3 يببه ترت
يج حاكي از آن است كه اثر كشندگي عصاره نتا. دست آمد

آن كمتر  IC50چرا كه . اتانولي بيشتر از عصاره آبي است
 ياتانول عصارهكه  دهدينشان م 1-شكل يهااست و داده
از  يميحدود ن) نسبت به عصاره آبي( كمتريدر غلظت 

 اثرنشان داد كه  يجنتا همچنين. ستسلولها را كشته ا
-5 دارويهر دو عصاره از  يبالا ي غلظتهايكشندگ
درصد زنده ماني سلولها . بيشتر است قدرييوراسيل فلورو
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و در حضور بالاترين  درصد 60در حضور دارو حدود 
  ).1-شكل(. است درصد 51غلظت از هر دو عصاره حدود 

  
تحت ) AGS(ي سرطان معده زنده ماندن سلولها درصد 1-شكل

سنجش  يشدر آزماگل محمدي ) B( و اتانولي) A( آبيعصاره  يمارت
MTT . مشخص شده از عصاره  با غلظتهايساعت  48مدت  بهسلولها

ها به داده. سنجش انجام شد MTTسپس با روش  تيمار شده و
  .اندچهار نمونه مختلف ارائه شده يانگينصورت م
 يمارروز ت دوسلولها پس از  مورفولوژيكمشاهده تغييرات 

سنجش با  ي آزمايشهايز يافتهمختلف عصاره ن يهاغلظتبا 
MTT در  يژهوه ها بافزودن عصاره با. نمود أييدرا ت

شكل داده و جدا شده از سطح  ييرتغ سلولهايبالا  غلظتهاي
سمي بودن ي كه دلالت بر سلول يهالاشه يبرخ ينو همچن

. شديمشاهده م يخوب رگ سلول دارد بهمعصاره و وقوع 
تيمار با عدم ( نمونه كنترلاست كه در  يحال ين درا

 ين اثراتهمچن. شديمشاهده نم ييراتيتغ چنين) عصاره
ظاهر سلولها كمتر از عصاره  يرو يوراسيلفلورو-5 يدارو
جهت رعايت اختصار، تنها تصوير اثر دو به ). 2- شكل( بود

ها روي سلول از عصارهرفته  كاربه غلظت  هشتاز  غلظت
  .شده استداده  نشان

  
ير تأث تحت شناسي سلولهاي سرطان معدهتغييرات ريخت 2-شكل

 Fو E( يو عصاره اتانول )Cو Bو  A( يآب عصارهمختلف  غلظتهاي
 )X 320بزرگنمايي (ساعت  48به مدت  گل محمدي) Gو

:(A) ،شاهد(B)غلظتml /µg6/0 ،(C) غلظتml /µg3 يعصاره آب 
 شاهد،   ml /µg6/2،(E)يلفلورواوراس-5(D) ،محمديگل 

(F)غلظتml /µg8/0،(G) غلظتµg/ml  8/2گل  اتانولي عصاره
 .ml /µg6/2يلفلورواوراس-5 (H)،محمدي

بخش بعد، براي بررسي ميزان تكثير سلولها در حضور  در
كه نشان دهنده  DNAيزان سنتز عصاره، م غلظتهاي مختلف

مصرف  يزانم محاسبهسلول است به روش  يرتكث يزانم
BrdU در حال  يسلولها يزبخش ن يندر ا. شد يرياندازه گ
در معرض ساعت  48به مدت  HSkMCو  AGSرشد 

 قراركار رفت هبخش قبل ب كه دراز عصاره  همان غلظتهايي
نشان داد  يجنتا. محاسبه شد BrdUمصرف  ميزانگرفتند و 

تكثير دار يمعني سبب كاهش نولو اتا يهر دو عصاره آب
 شوندميدر مقايسه با گروه كنترل سلولهاي سرطان معده 

)P%5 .( يزن يرتكث يزانم عصارهدو  هرغلظت  افزايشبا 
غلظتهاي بالاتر عصاره كاهش در  يزانم اما. يابديكاهش م

  ).3-شكل(اتانولي بيشتر از عصاره آبي است 

يبروبلاست در حالت عادي ف يسلولها يرتكث يزانم همچنين
اثر هر  .كمتر از سلول سرطاني است) تيمار با عصارهعدم (

كمتر از سلول  يزن دو عصاره روي تكثير سلول فيبروبلاست
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تكثير كاهش  يغلظت عصاره آب يشاست و با افزا يسرطان
غلظت عصاره  يشاما افزا. باشددار نميفيبروبلاست معني

ري روي تكثير سلولهاي اركنندگي بيشتاثر مه ياتانول
هر دهد كه اثر ينشان م ين نتايجبر ا علاوه. سرطاني دارد

فلورويوراسيل بيشتر بوده و اثر اين - 5دو عصاره از داروي 
 6/0حدود (يعصاره آب كمترين غلظتهايمعادل  دارو

ميكروگرم  3/0حدود ( ياتانول يا )ميكروگرم بر ميلي ليتر
 ).3-شكل(است ) بر ميلي ليتر

   
و عصاره ) بالا( آبيمختلف عصاره  غلظتهاياثر  يمنحن 3-شكل

) AGS(سرطان معده يسلولها يرتكث يرو محمديگل ) يينپا(ي اتانول
ها حاصل داده. ساعت 48پس از ) HSkMC(يبروبلاستو سلول ف

در سلولهاي  BrdU جذب  يزانصورت م بهچهار تكرار بوده و 
  .اندارائه شدهفيبروبلاست سلول شاهد  ومعده  سرطاني

كشندگي عصاره و نوع مرگ و نحوه  يبررس يانتها، برا در
در  يسلولها يكه به طور اختصاص TUNELمير از روش

 يسلولها. كند استفاده شديم ييحال آپوپتوز را شناسا
ذكر  يمعرض غلظتها درساعت  24مدت  بهسرطان معده 
ه و قرار گرفت يگل محمد يو اتانول يآب يهاهشده از عصار

قرمز كه  يگنال فلورسانسس .)4- شكل ( آميزي شدندرنگ
از وقوع آپوپتوز  يناش DNAنشان دهنده قطعه قطعه شدن 

اين . مشهود است كاملاً عصارهشده با  يماراست در نمونه ت
درحالي است كه در نمونه كنترل كه با عصاره تيمار نشده 

 ياهبه جهت س( بود هيچ سيگنال فلورسانسي مشاهده نشد
  ).كنترل نشان داده نشده استنمونه  ، تصويربودن كامل

و ) µg/ml 4/2( عصاره آبيدو  هرميزان بروز آپوپتوز با 
در سلولهاي سرطان  محمديگل  )µg/ml 6/1( اتانولي
 .برآورد شد درصد 90معده 

  بحث
از  يابه عنوان منبع ناشناخته يو خوراك ييدارو گياهان

 ييشناسا يلهستند كه پتانس يهثانو يتهايو متابول يباتترك
 يچندان مطالعه. وجود دارد يشهمختلف در آنها هم يباتترك
انجام نشده  يگل محمد يباتترك ياثرات ضد سرطان يرو

و  ياثر دو عصاره آب يطرح بررس يناز انجام ا هدف. است
مرگ در  يالقايا و  يررشد و تكث يرو يگل محمد ياتانول

 يتمختلف سنجش سم تستهاي. ودسرطان معده ب يسلولها
و  BrdUبه روش  يرتكث يزانسنجش م ،MTTبه روش 

هر سه نشان  TUNELبه روش  يسنجش مرگ آپوپتوز
 ينا يو هم عصاره اتانول يبود كه هم عصاره آب يندهنده ا

 يآن م يرسلول نموده، مانع تكث يبرا يتسميجاد ا ياهگ
 1 يشكلها(اندازد يرا هم به راه م يشود و مرگ آپوپتوز

 يريو اثر ضد تكث يتاز آن بود كه سم يحاك يجنتا). 4تا 
وي رايج ضد غلظتها از اثر داري هر دو عصاره در برخ

هم  μg/ml6/2در غلظت ثابت ) فلورويوراسيل - 5(سرطان 
و  ينچند يالبته چون عصاره حاو). 2 و 1شكل( بود يشترب

تواند يآنها م يعمجدهها ماده مختلف است اثر تَ يدشا
همچنين غلظت . باشد يشترمنفرد ب يدارو يكنسبت به اثر 

گذار يرثأاثر آنها ت يزانو عصاره در م كار رفته از داروبه
-5در اين طرح تنها يك غلظت از داروي  .است

در اين رفته است و  به كارفلورويوراسيل به عنوان شاهد 
دارو كه رگرسيون غلظتهاي مختلف  تحقيق هدف آن نبود

چه بسا . شودو غلظتهاي مختلف عصاره با هم مقايسه 
 تحقيق  اين در  عصاره در غلظتهاي كمتر يا بيشتر از آنچه 
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  .اي داشته باشداستفاده شد اثرات متفاوت و غير منتظره

  
) بالا( يعصاره آب µg/ml4/2غلظت  يرثأساعت تحت ت 24مدت  ها بهسلول. TUNELبه روش  ي سرطان معدههادر سلول بررسي آپوپتوز - 4 شكل
 توسطسمت چپ  يرتصو. شدند يزيآمرنگ  In situ cell death detectionگرفته و سپس با كيتقرار ) يينپا(ي عصاره اتانول µg/ml6/1و 

  .است فلورسانسيكروسكوپ م يرز يدانسمت راست همان م يرشده و تصو يبردارعكس ينور يكروسكوپم
و سرطان معده  يبروبلاستدو سلول ف يرتكث يزانم بررسي

كه  BrdUيزان مصرفها نشان داد كه مدر حضور عصاره
در  ،سلول است تكثيرو  DNAسنتز  يزاننشان دهنده م
. است يبروبلاستف يعياز سلول طب يشترب يسلول سرطان

ي سلولها يژگيقابل انتظار بود چرا كه و كاملاً يجهنت ينا
 يافته. باشدرويه و خارج از كنترل آنها ميسرطاني تكثير بي
هر دو  يرثأت تحتآن بود كه  يگرد يجالب و كاربرد

سلول  از يشترب ي تكثير سلول سرطانيو اتانول يعصاره آب
به عبارت ديگر  ).3-شكل( شوديمهار م يبروبلاستف

دارد تا  يشتريب يمهارطاني اثري عصاره روي سلول سر
دارد، چرا يت اهم يبه جهت كاربرد ين يافتها. يعيسلول طب

 يتمزي يك سرطان يسلولها يداروها رو يكه اثر اختصاص
يد تركيباتي كه در عصاره شا. شوديآنها محسوب م يبرا

گياه گل محمدي حضور دارند به طور اختصاصي 
هستند كه در سلول مهاركننده آنزيمها و پروتئينهايي 

سرطاني فعاليت غيرعادي دارند و تكثير بي رويه آن را 
ضميري اخلاقي و همكاران در سال   .شوندموجب مي

عصاره اتانولي گل محمدي را روي سلول سرطاني  2011
Hela  و  48، 24اثر داده و ميزان زنده ماني سلول را پس از

زنده اختلاف در . )29(سنجيدند MTTساعت به روش  72
معني دار ساعت به طور مشهودي  72ماني سلول پس از 

البته آنها سلول طبيعي مانند فيبروبلاست را در كنار . بود
همچنين فقط به تست . سلول سرطاني بررسي نكردند

MTT در حالي كه در اين تحقيق روشهاي . بسنده نمودند
BrdU  وTUNEL  رفت به كارنيز.   

كار هب يهمه تستها درود كه مطالعه آن ب ينا يگرد يافته
. ي نسبت به عصاره آبي بيشتر بودعصاره اتانول اثررفته 

نيز ) اتانول( البته در كنار همه آزمايشها اثر حلال به تنهايي
هاي آن حذف بررسي شد كه به جهت رعايت اختصار داده

يت و اثر مهاري و كشندگي عصاره سمين بنابرا. شده است
يبات موجود در آن است نه خود اتانولي به خاطر ترك

از آنجا كه تركيبات و متابوليتهاي ثانويه زيادي در . حلال
حل شدن  يزانم گياهان و از جمله گل محمدي وجود دارد،

. )26(متفاوت است اتانولدر دو حلال آب و  يباتترك ينا
 ياثر سم شوندميكه در حلال اتانول حل  يباتيلذا نوع ترك

كه  يدارند تا مواد يسلول سرطان يرو يشتريب يو مهار
موجود در يي اجزاي شناسا. حضور دارند يدر عصاره آب

 منفرد يباتاثر ترك يو بررس يعصاره و اسانس گل محمد
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كه اثرات  يخاصيبات تركيي تواند به شناسايم و خالص
ممكن است  يباتترك ينا. الذكر را دارند منجر شودفوق

آنرا فعال  يهاينتپوچك يارا مهار كرده و  يچرخه سلول
خاصيت ضد  و يرندرا بگ DNAجلوي همانندسازي كنند، 

يا مسير داخلي يا خارجي آپوپتوز و  اكسيدانتي داشته باشند
  .را به راه اندازند

 حاويي دهد گياه گل محمدينشان م يقبل مطالعات
 و تركيبات Cويتامين، ميرسن ترپن، اسيد، كربوكسيليك

- اكسيدانتي مثل فنوليكتركيبات آنتي. )27و  3(است فنولي

فنولها و فلاونوئيدها، راديكالهاي آزادي مثل اسيدها، پلي
آوري جمع پروكسيل راپراكسيد، هيدروپراكسيد، يا ليپيد

يندهاي اكسيداتيو كه منجر به از بروز فرآ كنند و مانعمي
 .گردندمي شوند،ميآسيب به ژنوم و بروز جهش 

اي فرآيندهاي ايمني و سلولي طور عمدهفلاونوئيدها به 
تأثير قرار  مرتبط با گسترش و پيشرفت سرطان را تحت

اين تركيبات انواع وقايع بيولوژيكي مرتبط با . دهندمي
گسترش و پيشرفت سرطان مثل تكثير سلولي، آپوپتوز، 

و  5( شوندتمايز سلولي و ايجاد رگهاي جديد را مانع مي
دو تا  يفرول موجود در گل محمدمپو كا ينكوئرست .)11

اكسيدانت، اتصال اثرات آنتي. هستند يمهم فنل يباتاز ترك
سيستمهاي با واكنش و  (AhR)اريل هيدروكربن به گيرنده 
 يجانب يرهاي پيام رسانمس ييرتغو درون سلولي پيام رسان 

تركيبات  يواسطه اثرات ضد سرطان مهايسيبه عنوان مكان
. )5(اندشده يشنهادپ كوئرستين و كامپفرولپلي فنول همانند 

 توليد سيستم با فنوليك پلي اكسيدانتهاي آنتي از تعدادي
. دهنديواكنش م) NOS (سينتاز اكسيد نيتريك كننده

سلولها  يتواند آپوپتوز را در بعضيم (NO) يداكس يتريكن
از سلولها مانع آپوپتوز  يدر برخ حالي كه شروع كند، در

و  NO يدتول يزانم يجهنت يچيدگي در اثر،پ ينا. شوديم
 يول،ت ي،فلز يونهايمثل  ييبا مولكولهاآن واكنش متقابل 

 يبا القا NO. گر استواكنش يژنو انواع اكس يروزينت
مختلف  يهارده يكو كاهش گسترش متاستات يزتما

. )22(شوديم يسلول يرمانع تكث ي،سرطان يسلولها

- ردهشد ر ينشده و كوئرست يدروكسيلههيپل فلاونوئيدهاي

هاي سلولي بدخيم سرطان معده انساني در شرايط 
 14را به  DNAميزان ساخت  ،آزمايشگاه را مهار كرده

گروه كنترل كاهش دادند و مانع عبور سلول از  درصد
 يندر ب. )28(اندشده Sچرخه سلول به مرحله  G1مرحله 

 يركنترل تكث يمحل اصل G1مرحله  ي،مراحل چرخه سلول
و  يعيطب يسلولها يناست و تفاوت مهم ب يسلول جانور

لذا هر تركيبي  .مرحله دارد ينبه ا يبستگ يمبدخ يتومورها
را مانع شود مي تواند  Sبه  G1كه بتواند عبور از مرحله 

كانديداي بالقوه اي در كنترل رشد تومورهاي سرطاني 
توپوايزومراز  يت آنزيمهاياز فعال ينكوئرستهمچنين . باشد
فرول فقط مانع پكام حالي كه كند درجلوگيري ميو دو  يك

  .)15(دشويدو م فعاليت آنزيم توپوايزومراز

ضد  يتفعال يندهد كه كوئرستينشان م ديگري گزارشهاي
از توقف چرخه  يآپوپتوز كه ناش يرا با القا ي خودسرطان
رسد به نظر مي .)21و  20 ،7(دهدياست، بروز م يسلول

كه سلولهاي بدخيم براي كنار زدن توقف چرخه سلولي 
مهار  ينكوئرستهمچنين . وابسته به كوئرستين ناتوان هستند

و همچنين كيناز ) EGFR( گيرنده عامل رشد اپيدرميكننده 
هر دوي اين . )20و  10(است )FAK( چسبندگي كانوني

پروتئينها براي رشد و تكثير سلولهاي سرطاني به ويژه 
لازم بوده و فعاليت ) ينوماكارس(تليال انهاي اپيسرط

بيان ژنهاي  كه كوئرستين حالي كه در .غيرعادي دارند
تواند بيان ساير كند، ميزدايي را القاء ميدخيل در سميت

در اين مورد خانواده . فاكتورهاي رونويسي را كم كند
 AP-1و فاكتور رونويسي  NF-kBفاكتورهاي رونويسي 

بيان  NF-kB. اندكاملأ در شرايط آزمايشگاه بررسي شده
بسياري از ژنها كه نقش اساسي در تنظيم پاسخهاي ايمني 
-و التهابي و محافظت سلولها از آپوپتوز دارند را القاء مي

توسط مواد  NF-kBدهد كه نشان مي متعددگزارشهاي . كند
 شود كهمشتق شده گياهي از جمله كوئرستين تنظيم مي

سازي كنترل تواند به طور بالقوه بيماريهاي ناشي از فعالمي
  .)18(را بهبود ببخشد NF-kBنشده 



 1394، 2، شماره 28جلد                                          )                                 مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

307 

. جرانيول است محمديديگر از تركيبات گل  يكي
مثل  يزوپرنوئيدهايياگزارشهاي قبلي نشان داده است كه 

از  يو بازدارندگ يراثرات ضد تكث يولو جران يونونا-بتا
سرطان پستان  يدر سلولها CDK2 يتو فعال يچرخه سلول

  . )27و  8( دارند MCF-7  يانسان

باعث كاهش  يتوان گفت عصاره گل محمديمجموع م در
مرگ در سلول سرطان  القايآن و  يرسلول، مهار تكث يبقا

تواند توسط مواد ياثرات م ينشود و هر كدام از ايمعده م
. اجرا شود يمختلف يرهاياز مس ينمتفاوت و همچن

 يموجود در عصاره و اسانس گل محمد يي تركيباتاساشن
آنها  زاثرات هر كدام ا يو بررس يرانمناطق مختلف ا يبوم
  .اثرات فوق كمك كند يشتر نحوه بروزتواند به فهم بيم

 ينا يسازگار يان با توجه به بومي بودن گل محمدي،پا در
پرورش آسان و  يران،مناطق مختلف ا يمياقل يطبه شرا ياهگ

 ياهيگ يدهايوجود انواع متعدد فلاونوئ ياه،گ ينا ينهكم هز
 ي تركيباتخواص ضد سرطان يرو يشترمطالعات ب ،در آن

 .شودياه پيشنهاد ميگ ينا

  تشكر و قدرداني

اين طرح با حمايت مالي پژوهشگاه علوم و تكنولوژي 
انجام  2708/1پيشرفته و علوم محيطي طي قرارداد شماره 

- نويسندگان از آقاي دكتر سيد منصور ميرتاج. ده استش

شناسي دانشگاه الديني عضو هيات علمي بخش زيست
 شهربابكي وكيليعلي سيد محمدشهيد باهنر كرمان و آقاي 

به خاطر همكاري در شناسايي و بررسي گياه ثبت شده در 
  .هرباريوم تشكر مي كنند
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Effects of aqueous and ethanolic extract of Rosa damascena mill L. 

against human gastric Cancer cells 
Meimandi K. and yaghoobi M.M. 

Biotechnology Dept., Graduate University of Advanced Technology, Kerman, I.R. of Iran 

Abstract 

Introduction: Gastric cancer is one of the important morbidity factors in the world. 
There are many unique plant species that should be explored for anti-cancer 
components. Goal: In this project, anti-cancer effects of aqueous and ethanolic extract 
of Persia rose (Rosa damascena mill L.) against human gastric cancer cell line (AGS) 
was studied. Experimental procedure: Eight different concentrations of extracts as 
well as 5-fluorouracil was applied on the cells. The toxicity of the extracts, their 
inhibitory effects on proliferation and apoptotic effects were studied by MTT, BrdU and 
TUNEL assays respectively. Result: The results showed that all concentrations of 
aqueous and ethanolic extracts reduced viability of the AGS cells significantly. The IC50 
of these extracts on AGS cells was determined 2.517 and 3.887 µg/ml respectively. 
BrdU assay also showed the inhibitory effect of extracts on proliferation of AGS cells 
(in comparison to fibroblast cells). The proliferation of AGS cells was decreased as the 
concentration of both of the extracts was increased. Also, the toxicity and anti-
proliferative effect of ethanolic extract was more than aqueous extract. The rate of 
apoptosis was determined 90% for both aqueous and ethanolic extract. Conclusion: 
Aqueous and ethanolic extract of Rosa damascena mill L. reduced viability and 
proliferation and induce apoptosis in human gastric cancer cells through different 
pathways. 

Key words: Gastric cancer cell, Aqueous and ethanolic extract, Persia rose, Apoptosis, 
Toxicity 


