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Abstract 
 

Background and purpose: Penicilliums have high diversity among fungi species and some of 
them are found to be very useful. Some studies have evaluated their antimicrobial and cytotoxic effects. 
Penicillium citrinum is a genus of the penicilliums that produces mycotoxin citrinin. Therefore, it is 
worthy to assess its cytotoxic effect. 

Materials and methods: The DNA of the fungus obtained from the soil samples from the 
campus of Mazandaran University of Medical sciences was extracted. Then DNA sequencing was done 
and the ethanolic extract including metabolites was taken out. The effect of different concentrations of 
test solution were evaluated on cancer cell lines of human liver (HepG2), lung (A549), ovary (SKOV3), 
and breast (MCF7) and also on kidney (LLCPK1) and ovary of Hamster (CHO) normal cell lines using 
MTT method. Cisplatin was considered as positive control. The data was analyzed using Prism Ver.3, 
ANOVA and t-test. 

Results: The findings revealed significant differences between the levels of IC50 of fungus 
metabolites and cisplatin in all cell lines (P< 0.005). Also, the level of IC50 of fungus metabolites on 
normal cell lines was significantly different from that of the cancer cell lines (P< 0.05). 

Conclusion: This study showed that ethanolic extract of P. citrinum metabolites did not have a 
considerable toxicity effect on cancer and normal cell lines. However, it increaesd the inhibitory effect of 
cancer cell proliferation. 
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اثرات سميت سلولي قارچ پنيسيليوم سيترينوم شناسايي و بررسي 
  ، HepG2 ،A549 ،SKOV3هاي سلولي سرطاني  بر روي رده

MCF7  و نرمالLLC-PK1  وCHO  به روشMTT assay  
 
        1رزادهمحمد شك

       2بدلي حميد

       3،4چراتي جمشيد يزداني

       5زينب اميري

  6محمود اميدي

  چكيده
ثيرات مفيـدي  ها داراي تـأ  هاي قارچي هستند كه برخي از آن ها داراي تنوع فراواني در گونه پنيسيليوم :سابقه و هدف

هـاي   ه و مطالعاتي بر روي اثـرات سـميت بعضـي از گونـه    ها بررسي شد هاي مختلف آن اثرات ضد ميكروبي گونه. باشند مي
 توليـد باشـد كـه مايكوتوكسـيني بـه نـام سـيترينين        هـا مـي   پنيسيليوم سيترينوم يكي از انواع پنيسـيليوم . ها انجام شده است آن
  .داشته باشدتوانداثرات سميت سلولي قابل ارزيابي  لذا عصاره اين قارچ نيز مي ،كند مي

درشهرستان ساري  واقع )ص(اعظم به دست آمده از خاك مجتمع دانشگاهي پيامبرقارچ  DNAابتدا  :ها مواد و روش
والي نوكلئوتيـدي آن تعيـين و مـورد شناسـايي قـرار گرفـت و عصـاره اتـانولي حـاوي          ت ـاستان مازندران، استخراج و سپس 

و  (HepG2) كبـد سـرطاني  هاي سلولي  ردههاي مختلف بر روي  سپس اثر اين عصاره با غلظت. هاي قارچ تهيه شد متابوليت
 و تخمـدان همسـتر   (LLC-PK1) هـاي سـلولي نرمـال كليـه     رده و نيـز  (MCF7) و سينه (SKOV3) و تخمدان (A549) ريه

(CHO)  توسط روشMTT assay  محاسبات آماري  .مثبت در نظر گرفته شدعنوان كنترل  هداروي سيس پلاتين نيز ب وبررسي
  .پذيرفتها صورت  مقايسه داده انجام و افزار آماري نرما با استفاده از ه IC50براي مقايسه 
متابوليت قـارچ و داروي سـيس پلاتـين در همـه      IC50داري بين ميزان  يدهد كه تفاوت معن ها نشان مي بررسي :ها يافته

ي خطـوط سـلولي سـرطاني    متابوليت قارچ بررو IC50همچنين ميزان  ).p >005/0( هاي سلولي مورد بررسي وجود دارد رده
 .)>05/0p( ي را نشان داده استدار يمعنخطوط سلولي نرمال تفاوت  با

و  هـاي سـلولي سـرطاني    اين بررسي نشان داد كه عصاره اتانولي متابوليت قارچ پنيسـيليوم سـيترينوم بـر روي رده    :استنتاج
 از خود نشان اي را تواند اثرات سميت قابل ملاحظه ن نميكار رفته در اين مطالعه، نسبت به داروي ضد سرطان سيس پلاتي هب نرمال

  .هاي نرمال از خود نشان داده است هاي سرطاني را بهتر از سلول كار برده شده اثرات مهار رشد سلول هدهد ولي در دوزهاي ب
  

  IC50، assay MTT، سرطاني يسلولرده  پنيسيليوم سيترينوم، :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هايي يوكاريوت بوده فاقد تـاژك   گانيسمها ار  قارچ

هـاي   بـا اسـتفاده از ويژگـي   . )1(باشـند  و غير متحرك مي
هــاي  گــروههــا را در  ژنتيكــي و اطلاعــات مولكــولي، آن

  .)2(كنند مي بندي جنس، خانواده، راسته، رده و شاخه طبقه
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هــاي گنــد روي  تــرين قــارچ هــا يكــي از شــايع پنيســيليوم
طبيعت هستند كه بـه آسـاني در خـاك، مـواد گيـاهي و      

شـهرت اصـلي ايـن    . كننـد  غذايي در حال فساد رشد مـي 
هـاي ضـد    بيوتيـك  انـواع آنتـي   ه علـت ها ب ـ دسته از قارچ

هـــا تهيـــه  كـــه از آنميكروبـــي و ضـــد قـــارچي اســـت 
فعاليت ضد ميكروبي قارچ اولين بار در سـال  . )3(شود مي

ــرات     1876 ــه اثـ ــد كـ ــرح داده شـ ــدال شـ ــط تينـ توسـ
هــاي مختلــف پنيســيليوم را روي  ميكروبيــال گونــه آنتــي

ــاكتري نشــان مــي ــواع پنيســيليوم. )4(داد ب هــا،  يكــي از ان
عنوان قـارچ توليـد كننـده     هپنيسيليوم سيترينوم است كه ب

هاي مخرب سلولز ماننـد   ايكوتوكسين سيترينين و آنزيمم
همچنـين  . )5(سلولاز و اندوگلوكاناز شناخته شـده اسـت  

عامل توليدكننده اكراتوكسين و نيز عامل نكروز كبـدي  
اي اثـر توكسيسـيته    در مطالعه. )6(و كاهش رشد مي باشد

در . )7(اين قارچ بر دانه غلات و نيز پرندگان بررسي شـد 
نـوع   10ي پيشنهاد شد كه سـيترينين كـه توسـط    مطالعه ا

قــارچ و از جملــه پنيســيليوم ســيترينوم توليــد مــي شــود،  
ــيداتيو را  ــلولاســترس اكس ــر تحريــك   در س ــاي مخم ه

روي ايـن   2010كـه در سـال    Liuدرمطالعـه  . )8(كند مي
مـراه سـه   ه قارچ انجام شد، دو ديمر جديـد سـيترينين بـه   

پنيسيليوم سيترينوم جـدا   مونومر شناخته شده سيترينين، از
اي را بـر دو   هملاحظ نمود كه اين دو تركيب سميت قابل

ــان       ــود نش ــابي از خ ــورد ارزي ــرطاني م ــلولي س ــط س خ
در ايــن تحقيــق پــس از بررســي ســاختاري و . )9(ندادنــد

شناسايي اين نوع قارچ جدا شده از خاك مناطق مجتمـع  
شهرستان ساري، بـه بررسـي    )ص(دانشگاهي پيامبر اعظم

بـر روي  سميت سلولي عصاره اتانولي متابوليت اين قارچ 
  .سلولي سرطاني و نرمال پرداخته شده است رده

  

  ها روش مواد و
  :روش نمونه گيري از خاك و آماده سازي نمونه ها

از خاك مناطق كشاورزي مجتمـع دانشـگاهي   ابتدا 
  دانشگاه علوم پزشكي اسـتان مازنـدران    )ص(پيامبر اعظم

منطقه  10اي از  برداري به شكل نقطه نمونهشهر ساري در 

آوري،  خاك مورد بررسي پس از جمـع . گرفتصورت 
   780از الـــك  خشـــك نمـــودن و مخلـــوط كـــردن،   

ميلي ميكرون عبور داده شد و سپس يك گـرم از آن بـه   
متر مكعب آب آگار استريل شده افزوده شـد   سانتي 100

  متـر مكعـب    يـك سـانتي   .تا محلـول خـاك تهيـه گـردد    
ــه پتــري ديــش حــاوي محــيط كشــت    ــول ب  از ايــن محل

PDA (Potato Dextrose Agar) ــ ــل و بــ ــور  همنتقــ طــ
مـدت يـك هفتـه     هها ب يكنواخت توزيع شد و پتري ديش

هاي  رشد و كلني چدر اتاق كشت نگهداري شدند تا قار
  .دست آمده رشد يافته ب

  
هـاي   كشت قارچ و روش تهيه عصـاره اتـانولي و غلظـت   

  :مختلف از آن

نمونه قارچ پنيسيليوم سيترينوم به پليت حاوي محيط 
 انتقال Sabouraud Dextrose Agar( SDA( كشت جامد

داده شد و پس از سه روز مقداري از اسپورها جـدا و بـه   
 Sabouraud Dextrose Barth( SDB( محيط كشت مايع

درجه  28تلقيح و سپس در انكوباتور شيكر دار در دماي 
 وانكوبـه شـده    كـاملاً تـا   ار گرفـت هفتـه قـر   3بـه مـدت   

پس از گذشـت سـه    .)10(گرددسوسپانسيون قارچي تهيه 
متابوليـت قـارچ    حـاوي هفته سوسپانسيون تهيه شـده كـه   

ميكـرون   2/0باشد، توسـط فيلترهـاي ميكروبيولـوژي     مي
 و سپس هاي فالكون استريل منتقل شد لوله بهصاف شده 

ليتري منتقل  ميلي 500ها به يك بالن  محتويات درون لوله
  سـپس حاصـل    .عنـوان حـلال اسـتفاده شـد     هو از اتانول ب

تغلـيظ و در نهايـت    اين عصاره توسـط دسـتگاه روتـاري   
صـورت پـودر جامـد     هدراير نمونه ب دمايتوسط دستگاه 

 -oC 80دمـــاي تـــه نشـــين و بـــراي مراحـــل بعـــدي در 
در روز كـاري در آزمايشـگاه كشـت     .)11(نگهداري شد

ابتـدا توسـط اتـانول محلـول تهيـه شـده و        از اين عصـاره 
ــراي انجــام ســپس  مختلــف  هــاي غلظــت MTT assayب

)µg/ml 5000 از ) 5  ،50  ،250  ،500  ،1000  ،2500 و
  .تهيه شد عصاره قارچ
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  :مطالعات مولكولي
مورد مطالعه  براي اين منظور قارچ: DNAاستخراج 

صـورت   هبر روي محيط كشت عصاره مالـت آگـار ب ـ   را
پس از رشد كلني قارچ به اندازه . ط كشت داده شدمخط

با استفاده از كيت تجارتي موبيـو   DNAكافي، استخراج 
)MoBio laboratories, USA ( مطــــابق دســــتورالعمل

اسـتخراج شـده در    ي DNA .فـت گر كارخانه انجـام مـي  
   .شد درجه نگهداري -oC 20 دماي

  
  :  PCR اي پلي مراز واكنش زنجيره

 ITS1آغازگرهاي  ITS-RDNAحيه جهت تكثير نا
كه ايـن آغازگرهـا    فتگر ميقرار مورد استفاده  ITS4و 

ي ريبوزومي DNAزير واحد كوچك  3بخشي از ناحيه َ
)SSU-rDNA( ناحيـــه ،ITS1  5.8وS ،ITS2  و بخشـــي

5ناحيـــه    ي ريبـــوزومي  DNAاز زيـــر واحـــد بـــزرگ  َ
)LSU-rDNA (ازپليمـر اي  را با استفاده از واكنش زنجيره 

شـامل   پليمرازاي  مخلوط واكنش زنجيره. كنند تكثير مي
، )Taq DNA polymerase( رازواحـد آنـزيم پليم ـ   5/0

ميلي مـول كلريـد    1X PCR buffer( ،5/0(بافر واكنش 
 مول از هـر يـك از   ميلي mM Mgcl2( ،2/0 0.5(منيزيم 
dNTP ،5  15الـي   10غازگرها و آپيكو مول از هر يك از 

بود كه حجم نهـايي مخلـوط واكـنش     DNAنانو گرم از 
ر يت ـميكرول 25با استفاده از آب ديونيزه استريل به مقـدار  

تكثير نواحي ژنومي مـورد نظـر بـا اسـتفاده از     . شد تنظيم
 و) GenAmp PCR System 9700( دستگاه ترموسـايكلر 

دقيقه جهـت   5گراد به مدت  درجه سانتي 95حرارت  در
درجـه   94چرخه شـامل   36واسرشت اوليه و به دنبال آن 

درجـه   72 ،ثانيـه  30درجه به مدت  52ثانيه،  30به مدت 
درجـه بـه    72دقيقه و در نهايـت يـك چرخـه     1به مدت 

 درجه حرارت. شد گسترش نهايي انجام دقيقه جهت 7مدت 
  دستگاه پـس از انجـام واكـنش بـر روي درجـه حـرارت       

درجه براي مدت نامعلوم، جهت جلوگيري از تجزيـه   10
محصــولات . تنظــيم گرديــد  PCRو تخريــب محصــول  

درصد حاوي اتيديوم  1بر روي ژل آگارز  PCR واكنش
  .)11-13(شدند بررسي ژل داكدستگاه  و توسطبرومايد 

   :Sequencingتوالي تعيين 
واكنش تعيين توالي نوكلئوتيدي قطعات تكثير شده 

بـا اسـتفاده از   به عنوان محصول واكنش زنجيـره پليمـراز   
ق ـــطابـم) BigDye terminator v. 3. 1(اري ــتج كيت
 به اين صـورت . گرفتل سازنده كيت انجام ــورالعمــدست

انـد و   ي كه فلورسانس يافتـه يها ddNTPكه با استفاده از 
ــه    ــود از مرحل ــاي موج ــك پرايمره  big dyeو  PCRت

 بـا اسـتفاده از دسـتگاه ترموسـايكلر    مرحله سكانس ژنـي  
)GenAmp PCR System 9700 (درجه  96حرارت  در

دقيقه جهـت واسرشـت اوليـه و بـه      1 گراد به مدت سانتي
  ثانيـه،   10درجـه بـه مـدت     96چرخه شامل  40دنبال آن 

دقيقـه و   4درجه به مـدت   60ثانيه و  5درجه به مدت  50
ــ نگـــه داري مـــي درجـــه  4در دمـــاي در نهايـــت  . وندشـ

نس سكابر روي دستگاه  Sequencingمحصولات واكنش 
  ).13، 12(شدند بررسي وافزوده  (ABI system)ژني 

  
  :IC50 روش ارزيابي سميت سلولي و تعيين

هـاي مختلـف    هاي حاوي نمونه با غلظـت  اثر محلول
ريـه   و (HepG2) كبـد سـرطاني  هاي سلولي  بر روي رده

(A549)  و تخمــدان(SKOV3)  و ســينه(MCF7) و نيــز 
ــه    رده ــال كلي ــلولي نرم ــاي س ــدان و  (LLCPK1)ه تخم

ابتدا هـر   .بررسي شد MTT روشتوسط  (CHO) همستر
ــن رده  ــك از اي ــماره     ي ــه ش ــه ب ــا توج ــلولي را ب ــاي س ه

ــين ــ المللــي آن ب ــداري   انســتيتواز  اه پاســتور تهــران خري
ــكده   ــلولي دانشـ ــگاه كشـــت سـ ــوديم و در آزمايشـ نمـ

ــازي آن ــاتور  داروس ــا را در انكوب ــاي  CO2 ه  37در دم
تــا بــه  پاســاژ داده CO2 درصــد 5و  گــراد درجــه ســانتي

ــن      ــپس از اي ــند و س ــود برس ــعودي خ ــد ص ــه رش مرحل
   اي، خانـه  96چاهـك پليـت   بـه هـر   سوسپانسيون سـلولي  

از عدد سـلول   105ميكروليتر محيط كشت كه حاوي  50
سـاعت در   72مدت  هكرده باست، اضافه هر رده سلولي 
  يـك   ميكروليتـر از هـر   50سـپس   داديـم انكوباتور قـرار  

ــت از ــا غلظ ــارچي   يه ــاره ق ــه عص ــك  3ب ــافه چاه   اض
قل تا انكوبه شدن سـلول بـا   تداخل انكوباتور من هب و شدند
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را  اي خانـه  96هـاي   عصاره صورت پذيرد و سپس پليـت 
پـس از   واز انكوبـاتور خـارج   سـاعت مواجـه    24 پس از

ــر شستشــو  ــه ه ــول  µL 50 چاهــكب   اضــافه  MTTمحل
ــرده ــان لازم،    ك ــدن زم ــي ش ــس از ط ــول پ    MTTمحل

   DMSO محلــول µL 50خــارج و را هــا  درون چاهــك
  شـد  بـه هـر چاهـك افـزوده      محـيط كشـت  رقيق شـده بـا   

ــه، آن 15پـــس از و  ــارج و  دقيقـ ــزان را خـ ــذب ميـ جـ
ــا هــر در رنــگ گرفتــه هــاي ســلولي  كلنــي چاهــك را ب

ــوج  2در  ELISA readerدســتگاه   630و  490طــول م
  .گرديدنانومتر قرائت 

  داروي (س پلاتـــين در ايــن مطالعـــه از داروي ســي  
عنـوان كنتـرل مثبـت بـا      هب ـ) ضد سرطان و به شدت سمي

) 1/0، 5/0،  5، 10و  µg/ml 50(هــاي مختلــف   غلظــت
 مشابه عصاره قارچ بر روي همـان خطـوط سـلولي مـورد    

در طـول    جذب مقادير بعد از قرائت. استفاده قرار گرفت
 Prism Ver.3افـزار   هـا بـه نـرم    جـذب  ،هاي مربوطه موج
هـا   اي و مقايسه بـا كنتـرل   ل و توسط محاسبات رايانهمنتق

بدون حضـور داروي   MTTسلول مواجه يافته با معرف (
ها محاسـبه و   غلظت) سيس پلاتين و عصاره اتانولي قارچ

 هافزار مربوط سپس بر اساس محاسبات رياضي توسط نرم
ــادير ــبه و  )IC50 )Inhibition Concentration مق محاس

ها محاسـبه   هاي آن حراف معيار غلظتسپس ميانگين و ان
  .)14(گرديد
  

  :روش آماري
ميانگين و انحراف از  محاسبات آماري براي مقايسه

   افــزار رايانــه بــا كمــك نــرم   بــا اســتفاده   IC50 معيــار
Prism Ver.3 ــا ــتفاده از بـ ــاليز  اسـ ــانسروش آنـ  واريـ

(ANOVA) آماره و t-Test و بـه عنـوان    صورت گرفت
  .)>05/0p(فته شد دار در نظر گر معني

  

  ها يافته
  :تعيين توالي قارچ مورد بررسي -1

ــوالي ــام  ت ــاي خ ــ ه ــده  هب ــت آم ــتفاده از   دس ــا اس   ب
  

 SeqMan (Lasergene package, DNAstar)افـزار   نرم
  هـــاي ايجـــاد شـــده  تـــوالي. ويـــرايش شـــد بررســـي و

ــوالي  د ــا ت ــي ب ــن بررس ــك ژن   ر اي ــود در بان ــاي موج   ه
)www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST NCBI Blast Search) (

مقايســه شــد و زيــر هــم چينــي جدايــه هــا بــا اســتفاده از  
تـرازي چنـد    و الگوي هم گرفتانجام  Mega 4افزار  نرم

گانه بررسي وشناسايي در حد گونه انجام گرفـت كـه بـا    
ها با اسـتفاده از   تطبيق توالي hitتوجه به ارزيابي بيشترين 

ت و تـوالي  صورت گرف ـ CLUSTAL-W (1.83)برنامه 
زير به دست آمد كه مربوط به قارچ پنيسـيليوم سـيترينوم   

  .باشد مي
  

D3= Penicillium citrinum = dH 23095-soil-Iran 

TCGGGCCAACCTCCCACCCGTGTTGCCC

GAACCTATGTTGCCTCGGCGGGCCCCGC

GCCCGCCGACGGCCCCCCTGAACGCTGT

CTGAAGTTGCAGTCTGAGACCTATAACG

AAATTAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT

CTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG

CAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATT

GCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTT

GAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCC

GGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG

CTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGG

GCCCCGTCCCCCCCGCCGGGGGGACGGG

CCCGAAAGGCAGCCTCGAGCGTATGGGG

CTTCGTCACCCGCTCTAGTAGGcCCGGCC

GGCGCCAGCCGACCCCCAACCTTcAATT

ATCTCAGGTGACCTCGATCA 

  
  :ارزيابي سميت سلولي عصاره قارچ - 2

و داروي ضـد سـرطان    قـارچ عصاره  IC50هاي  داده
ميـزان جـذب   كه حاصل نامبرده هاي سلولي  بر روي رده

و اعـلام   Microplate-readerشده توسط دستگاه  قرائت
 1شـماره  جـدول  باشـد، در   مي Prismشده توسط برنامه 

  .است ارائه شده
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محاسـبه شـده    )انحراف معيـار  ±ميانگين  (  IC50ميزان :1جدول شماره 
سـلولي   ردهبـر  قارچ پنيسيليوم سيترينوم و داروي سـيس پلاتـين    عصاره

  µg/Ml)( سرطاني و نرمال بر حسب ميكروگرم بر ميلي ليتر
  

P value 
Cisplatin with 

metabolite 

IC50 (µg/ml) 
metabolite 

IC50 (µg/ml) 
Cisplatin 

Concentration  
Cell lines  

001/0  104 ± 3219 21/0± 61/3 HepG2 Cancer 
cell lines 

001/0  278± 2531 35/0± 37/5 A549 

001/0  28± 1726 09/0± 24/4 SKOV3 

001/0  73± 2648 76/0± 23/6 MCF7 

001/0  148± 3568 17/0± 14/3 LLCPK1 Normal 
cell lines 

001/0  128± 4018 07/0± 61/1 CHO 

  
ــه داده ــ مقايسـ ــارچ IC50اي هـ ــاره قـ   داروي و  عصـ

   ،(HepG2) كبد بر روي رده سلولي سرطاني سيس پلاتين
ــه  ــدان(A549)ريـ ــينه(SKOV3) ، تخمـ    (MCF7) ، سـ

هـا وجـود    داري بين تمامي داده ينشان داد كه تفاوت معن
و  قــارچعصــاره  IC50هــاي  مقايســه داده). p= 001( دارد

 ل كليــهســلولي نرمــابــر روي رده  داروي ســيس پلاتــين
(LLCPK1)، همســـتر  تخمـــدان(CHO  نيـــز نشـــان داد  

  هــا وجــود   داري بــين تمــامي داده  يكــه تفــاوت معنـ ـ 
ــه داده .)p= 001( دارد ــاي  مقايس ــاره IC50ه ــارچ عص    ق

ــر روي رده ــلولي ســرطاني و رده  ب ــاي س ــلولي  ه ــاي س   ه
  همـــه داري بـــين  ينرمــال نشـــان داد كـــه تفـــاوت معنـ ــ

 وجـود دارد طـور جداگانـه    هطـور كلـي و نيـز ب ـ    هبها  داده
)05/0< p( ايــن تفــاوت، تنهــا در ميــان   از طــرف ديگــر

ــاي  رده ــلولي ه ــه  س ــرطاني ري ــلولي  و رده (A549)س س
ــينه   ــرطاني س ــلولي   (MCF7)س ــان رده س ــين مي و همچن

 نرمـــال كليـــهســـلولي  ردهو  (HepG2) كبـــد ســـرطاني
(LLCPK1) دار نبود يمعن.  

 سلولي نرمال ردهروي  متابوليت قارچ بر IC50ميزان 
 ردهبـا ميـزان آن بـر روي    ) دو رده نرمال در يك گروه(

تفـاوت  ) ديگـر  رده سرطاني در گروه 4( سلولي سرطاني
 IC50هـــاي  مقايســـه داده). p >05/0( داشـــتدار  يمعنـــ

   هـاي سـلولي سـرطاني    بـر روي رده  سيس پلاتين داروي
داري  يهاي سلولي نرمال نشان داد كه تفـاوت معن ـ  رده و

). p >05/0( وجـود دارد ) طـور كلـي   هب ـ(ها  دادهمه هبين 
ــزان  ــرروي  دارو IC50مي ــزان    ردهب ــا مي ــال ب ــلولي نرم   س

ــلولي ســـرطاني تفـــاوت  ردهآن بـــر روي  ــسـ   دار  يمعنـ
  ).p >05/0( داشت
  

  بحث
سال اخير، داروهـاي ضـد سـرطان مـوفقي از      50در 
هـا   و قـارچ  اسـت  هاي قـارچي بـه دسـت آمـده     متابوليت

اي بـراي توليـد تركيبـات مفيـد دارويـي از       پتانسيل ويـژه 
جمله داروهاي ضد سرطان و تنظيم كننده فعاليت ايمنـي  

در ايــن تحقيــق بــه بررســي اثــرات     . )15(بــدن دارنــد 
پنيسـيليوم سـيترينوم    هـاي قـارچ   سايتوتوكسيك متابوليت

  .پرداخته شد
در مطالعه كشت سلولي، اثر سميت سـلولي عصـاره   

اي قارچ پنيسيليوم سـيترينوم بـر   ه اتانولي حاوي متابوليت
 ،(A549)ريـه   ،(HepG2) كبـد هاي سلولي سرطاني  رده

ــدان  ــينه  (SKOV3)تخم ــز (MCF7)و س ــاي  رده و ني ه
 و تخمــدان همســتر  (LLCPK1)ســلولي نرمــال كليــه   

(CHO) با مشاهده نتايج بـه دسـت آمـده   . بررسي گرديد 
 هاي سلولي بيشـترين  كه در بين تمامي رده گفتتوان  مي

هـاي قـارچ    عصاره اتـانولي حـاوي متابوليـت    IC50ميزان 
تخمـدان  نرمال پنيسيليوم سيترينوم، مربوط به رده سلولي 

و كمترين ميـزان  ) 286 ± 4012  =IC50( (CHO) همستر
 (SKOV3)تخمـدان   سـرطاني آن مربوط به رده سـلولي  

)79 ± 1728 =IC50  (دهنده اثر نسبي  بوده است كه نشان
د و سميت سلولي عصاره اتانولي حاوي مهاركنندگي رش

ــر روي رده   متابوليــت هــاي قــارچ پنيســيليوم ســيترينوم ب
در مقايســـه بـــا  (SKOV3) تخمـــدان ســلولي ســـرطاني 

 IC50همچنـين ميـزان   . هاي سلولي نرمال بـوده اسـت   رده
 بـر  هاي قارچ پنيسيليوم سـيترينوم  عصاره حاوي متابوليت

 و (A549)ريه  و (HepG2)هاي سلولي سرطاني كبد  رده
ــينه  ــر از ، (MCF7)سـ ــلوليكمتـ ــه  رده سـ ــال كليـ  نرمـ

(LLCPK1)  و تخمدان همستر(CHO)  يعني . استبوده
ــه غلظــت ــيليوم    ب ــانولي پنيس ــري از عصــاره ات ــاي كمت ه

هاي سرطاني در مقايسه با  سيترينوم براي مهار رشد سلول
يعني سـميت ايـن عصـاره بـر     (هاي نرمال نياز است  سلول
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اين امر ). باشد ولي سرطاني بيشتر از نرمال ميهاي سل رده
توانــد نشــأت گرفتــه از بــه هــم خــوردن تــوازن        مــي

هـاي   هـاي سـلولي و بـروز اخـتلال در مكانيسـم      مكانيسم
هـا بـه دنبـال     سـلول ) متابوليسـم و دفـع  (دفاعي و حـذفي  

هاي  رويه سلولي نسبت به سلول و تكثير بي ي شدنسرطان
 بــالاي IC50تــوان  مــي ،از ســوي ديگــر. )16(ســالم باشــد

هـاي سـلولي    ردهدر مقايسـه بـا   هاي سلولي نرمـال را   رده
هـا در خـارج نمـودن     ي اين سـلول يسرطاني ناشي از توانا

 همچنـين  .از سـلول دانسـت  مـورد نظـر   داروها و عصاره 
هـاي نرمـال نسـبت بـه      ها يـا سـرعت مقابلـه سـلول     روش
ين بـد هاي سرطاني در مواجهه با تركيبات مختلف  سلول

هـاي مقابلـه    Pathway نرمـال  هاي كه سلول ترتيب است
 با خصوصيات سمي تركيبات را كه منجر بـه مهـار رشـد   

به عنـوان  . نمايد اندازي مي با سرعت بيشتري راه ،شود مي
 داخــل ســلولي از قبيــل اكســيداني تركيبــات آنتــي ،مثــال

سـبب حـذف   ه بـا تركيبـات سـمي    ه ـگلوتاتيون در مواج
  .)17(گردد قوي ميتركيبات اكسيداني 

ــزان     ــترين مي ــرطاني، بيش ــوط س ــان خط  IC50در مي

 (HepG2) كبـد  سرطانيمتابوليت، مربوط به رده سلولي 
و كمترين ميـزان آن مربـوط بـه رده سـلولي رده سـلولي      

توانـد   بـوده اسـت كـه مـي     (SKOV3) تخمـدان  سرطاني
بيانگر اثر نسبي ايـن متابوليـت بـر خـط سـلولي سـرطاني       

(SKOV3) ميـــــزان .باشـــــد IC50  عصـــــاره حـــــاوي
هـاي   ردههاي قارچ پنيسيليوم سيترينوم بـر روي   متابوليت

تخمـدان   ،(A549)ريـه   ،(HepG2) كبدسلولي سرطاني 
(SKOV3)،  سينه(MCF7) هاي سـلولي نرمـال    رده و نيز

در مقايسـه   (CHO) و تخمدان همستر (LLCPK1)كليه 
ي هـا  با داروي ضد سرطان سـيس پلاتـين در تمـامي رده   

ــامبرده بســيار بيشــتر بــوده اســت   و ) برابــر 500حــدود (ن
اي  هثير سايتوتوكسيسـيته قابـل ملاحظ ـ  أعصاره ت ـ احتمالاً

نسبت به اين تركيب سمي و ضد سرطان بر ايـن خطـوط   
زيرا سيس پلاتين يـك   سلولي مورد بررسي نداشته است

درمـان بسـياري از    اسـاس داروي شيمي درماني است كه 
ــه، معــده و  هــا از جملــه  ســرطان ــه، بيضــه، مــري، ري مثان

همچنين گاهي در درمان سرطان سر و . باشد تخمدان مي
البتــه ايــن اخــتلاف زيــاد . )18(شــود گــردن اســتفاده مــي

تواند بـه ناخـالص بـودن عصـاره هـم مربـوط باشـد و         مي
شـدند و جداگانـه    سـازي مـي   ها خـالص  چنانچه متابوليت

ايج متفـاوتي بـه   نت ـ گرفتند، احتمالاً مورد بررسي قرار مي
در مورد داروي سيس پلاتـين   IC50مقدار . آمد دست مي

رده عنوان كنترل مثبت درنظر گرفته شـد، بـر روي    هكه ب
بيشـترين و بـر روي خـط     (MCF7)سرطاني سينه سلولي 

كمتـرين مقـدار    (CHO) سلولي نرمـال تخمـدان همسـتر   
ــت ــس از . اس ــه   (MCF7)پ ــرطاني ري ــلولي س ــط س ، خ

(A549) ــد از ــب، رده  آن و بع ــه ترتي ــا ب ــلولي   ه ــاي س ه
(SKOV3)  و(HepG2)  و(LLCPK1) انــد  قــرار گرفتــه

هـاي   يعني سيس پلاتين اثر بخشي متفاوتي بـر روي رده (
   ).دهد سلولي مختلف از خود نشان مي
و  Qureshi توســط 2011در تحقيقــي كــه در ســال 

ــارچ از  51انجــام شــد، همكــاران  جــنس مختلــف  15ق
 هاي بر سلول هر يكسايتوتوكسيسيته  اثراتآوري و  جمع

پنيسـيليوم سـيترينوم بـا    . سرطاني مغز ماهي سـنجيده شـد  
LC50 7/3 هـايي بـود    ليتر از جمله قارچ ميكروليتر بر ميلي

  .)15(كه ميزان مورتاليته بالايي بر مغز ماهي نشان داد
در و همكــاران  Iwahashiدر تحقيقــي كــه توســط 

يتوتوكسـيك سـيترينين،   انجام شد، اثـرات سا  2007سال 
و اولـين بـار از    آمدنوع قارچ به دست  10تركيبي كه از 

هاي ژنوميك  پنيسيليوم سيترينوم جدا شد، با مطالعه پاسخ
نتايج به دست آمده نشـان داد كـه مكانيسـم    . بررسي شد

سـيترينين اسـترس   . عملكرد اين توكسـين محـدود اسـت   
 .)19(دهـد  هاي مخمر افـزايش مـي   اكسيداتيو را در سلول

و  Yu Luتوســـط  2008اي كـــه در ســـال  در مطالعـــه
بر روي عصاره اتيل استاتي پنيسيليوم سـيترينوم  همكاران 

ــيترينين   ــد س ــر جدي ــيترينون و ( انجــام شــد، دو ديم پنيس
ــيترينول ــدند) پنيسـ ــدا شـ ــت  . جـ ــات فعاليـ ــن تركيبـ ايـ

 IC50بـا   DPPHهـاي   اكسـيداني در مقابـل راديكـال    آنتي
تركيبـات بـر   . ولار از خود نشان دادندميكرو م 59تا  8/0

 و بر خطـوط  MTT روشبا  (P388) و (HL60) سلولي رده
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انجــام  SRB روشبــا  (A-549)و  (BEL-7402)ســلولي 
شد و اثـرات سايتوكسـيك در مقابـل هـيچ يـك از ايـن       

 ميكرومـولار  50بيش از  IC50. خطوط سلولي مشاهده نشد
عنـوان كنتـرل    هپاكليتاكسـل كـه ب ـ   IC50كه  بود در حالي

 .)20(ميكرومولار بود 93/0مثبت در نظر گرفته شده بود، 

ــال   ــه در سـ ــي كـ ــط  2010در تحقيقـ و  Chenتوسـ
ســه (صــورت گرفــت، تركيبــات پنيســيترينولهمكــاران 

ــوع ــيترينون از  )ن ــيترينين و دكربوكســي دي هيدروس ، س
دو نـوع از پنيسـيترينول   . پنيسيليوم سـيترينوم جـدا شـدند   

از  (HL60)ضعيفي عليه رده سلولي خاصيت توكسيسيته 
  .)21(خود نشان دادند

ــهدر  ــال  اي مطالعـ ــه در سـ ــط  2010كـ و  Duتوسـ
انجــام شــد، ســه ديمــر ســيترينون از پنيســيليوم همكــاران 

در  هـر يـك  سيترينوم جدا گرديد و اثر سايتوتوكسيسيته 
 خطـوط ايـن  . مقابل چهار خط سلولي سرطاني سنجيده شد

ــلولي ــامل  سـ و  (A-549)و  (MOLT-4)و  (HL-60)شـ
(BEL-7402)    هــاي روشبودنــد و اثــرات بــا MTT  و

SRB نتيجه اين بود كه نوعي از ديسيترينون . سنجيده شد
 G2/Mرا در فـاز   (HL-60)هاي رده  چرخه سلولي سلول

  .)22(كند و لذا اثرات سميت سلولي دارد متوقف مي
در سـال  و همكـاران   Liuكـه توسـط    مطالعه ايدر 

 م شد، دو ديمر جديد سيترينين، پنيديسيترينينانجا 2010
A  وB  ســيترينين، از مـراه سـه مونـومر شـناخته شـده      ه بـه

در مقابـل دو   پنيسيليوم سيترينوم جدا شدند كه توكسيسيته
  .)9(سلولي سرطاني نشان ندادند رده

  بر روي  شكرزاده و همكاراندر تحقيقي كه توسط 
  

بـراي گيـاه پلـم     IC50انجـام شـد،    (HepG2) رده سلولي
03/97 )IC50  بـه دسـت آمـد كـه     ) 3/8داروي استاندارد

در . نشان دهنده اثـرات سايتوتوكسـيك ايـن گيـاه اسـت     
 IC50تحقيقي كه ما بر روي اين خط سلولي انجام داديم، 

دسـت آمـد كـه     هب ـ 3206براي قارچ پنيسيليوم سـيترينوم  
ه قابل ملاحظ ـ نمايانگر عدم بروز خواص سايتوتوكسيك

  .)14(قارچ است اين
ــزان ــت  IC50 مي ــاوي متابولي ــارچ   عصــاره ح ــاي ق ه

سرطاني و نيز هاي سلولي  ردهپنيسيليوم سيترينوم بر روي 
در  كـار رفتـه در ايـن مطالعـه،     هب ـ نرمـال هاي سـلولي   رده

مقايسه بـا داروي ضـد سـرطان سـيس پلاتـين در تمـامي       
تـوان نتيجـه    هاي نامبرده بسيار بيشتر بوده است و مـي  رده

ثير سايتوتوكسيسـيته نداشـته   أعصاره ت گرفت كه احتمالاً
سـازي و جـدا    كـه بـا خـالص    شـود  لذا پيشنهاد مي. است

سميت اين  ،مورد ارزيابي قارچ عصاره هثرؤمكردن مواد 
و بـا  بررسـي   )از جمله سيترينين و مشتقات آن(تركيبات 
همچنين جداسـازي و   .مقايسه شود ضد سرطانداروهاي 
ــواع ديگــر پنيســيليوم و   بوليــتســازي متا خــالص هــاي ان

  .شود ها نيز توصيه مي بررسي خواص سايتوتوكسيك آن
  

  سپاسگزاري
نامـه دوره دكتـري عمـومي     اين تحقيق نتيجـه پايـان  

داروسازي خانم اميـري در دانشـكده داروسـازي سـاري     
كه در به ثمـر رسـيدن ايـن كـار      كليه افرادياز  .باشد مي

  .ل تشكر را داريمامك ،نمودند همكاريتحقيقاتي 
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