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Abstract 
Background and purpose: In this study, the effects of a mixture of deoxypodophyllotoxin/DPT 

and Juniperus communis L. on apoptosis and cellular inhibition were evaluated. Also, their cytotoxicity 
effects on prostate cancer cells (PC3 and DU145) and normal cells (HGFs), their anti-inflammatory 
effects, oxidation properties, and their effects on the expression of androgen receptors (AR) and clusterin 
(CLU) receptors were evaluated. 

Materials and methods: In this experimental study, the cells were cultured in DMEM f12 
medium containing L-glutamine, penicillin, streptomycin, and 10% FBS. Morphological changes induced 
by reverse microscope were investigated 24, 48, 72, and 96 hrs after adding pure DPT and juniper extract 
at 10, 100, 500, 1000 μg/ml. Survival rate was assessed by MTT assay in all three cell lines. The rate of 
apoptosis in all cell lines was assessed by flow cytometric analysis. The expression levels of AR and CLU 
genes were evaluated by Real-Time PCR. 

Results: The 10, 100, 500, 1000 μg/ml of DPT and 500 and 1000 oncentrations of extract after 24 
hours caused morphological changes in PC3 and DU145 cells and these changes intensified after 48, 72, 
and 96 hr. The MTT test showed significant decrease in PC3 and DU145 cell survival levels at 100, 500, 
and 1000 μg/ml (P<0.001). Also, the extract at 100 and 500 μg/ml significantly reduced the survival of 
PC3 and DU145 cancer cells (P<0.042). 

Conclusion: Pure DPT and plant extracts have cytotoxic effects on PC3 and DU145 cells with 
minimal damage to normal cells. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عـانـه دـــلــمج
  )13-29(   1398سال    مهر   177بیست و نهم   شماره دوره 
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 یپژوهش

دئوکسی پودوفیلوتوکسین و عصاره  ضد سرطانیبررسی اثرات 
 هاي سلولی سرطانی پروستاتگیاه لمبیر در رده

  
     1مرتضی مهدوي

     2محمد آزادبخت  
     3اکبر وحدتی  

    4محمد شکرزاده   
  5ایوب فرهادي    

  چکیده
) .Juniperus communis Lدر این مطالعه، اثرات ترکیب دئوکسی پودوفیلوتوکسین و عصاره لمبیر ( و هدف: سابقه

و  PC3هــاي ســرطانی پروســتات (هــا بــر روي ســلولی آنهمچنین سمیت سلولبر آپوپتوز و مهار سلولی ارزیابی شده است. 
DU145) و سلول نرمال (HGFsهــاي آنــدروژن (هــاي گیرنــدههــا در بیــان ژناکســیدانی و اثــرات آن)، اثرات آنتیAR و (

  ) نیز مورد ارزیابی قرار گرفته است.CLUکلاسترین (
ســیلین، یگلوتــامین، پنــ-الحــاوي  DMEM f12محــیط کشــت ها در در این مطالعه تجربــی، ســلول ها:مواد و روش
ـــت داده شـــده و FBS درصـــد 10استرپتومایســـین و  ـــافه  96و  72، 48، 24 کش ـــس از اض ـــاعت پ ـــودس ـــی ن نم دئوکس

 شده ایجاد مورفولوژیک تغییرات، μg/ml10 ،100 ،500، 1000  هايبا غلظتپودوفیلوتوکسین خالص و عصاره میوه لمبیر 

میــزان  .گردیــدبررســی  MTTتوســط آزمــون نیز  ردة سلولیسه شد. درصد زنده ماندن هر  بررسی میکروسکوپاینورت با 
 realنیز توسط دســتگاه  CLUو  ARهاي آپوپنوزیس هر سه رده سلولی نیز توسط آنالیز فلوسایتومتري بررسی شد. بیان ژن

time .بررسی گردید  
 1000و  500هــاي پودوفیلوتوکســین و غلظتترکیــب دئوکســی  μg/ml10 ،100 ،500، 1000  هــايغلظــت هــا:یافتــه

، 48پــس از  تغییــرات د و ایــنگردی DU145 و PC3هاي مورفولوژیک در سلول غییراتموجب ت ساعت 24از  پسعصاره 
 و PC3 هــايزنــده مانــدن ســلول میــزان ردداري معنــی کــاهش ةدهنــدنشــان MTTآزمون  تایجن د.ش ساعت تشدید 96 ،72

DU145 هاي در غلظتμg/ml 100، 500 ،1000 001/0(بودP<(.  ،هــاي غلظتهمچنین μg/ml100  موجــب کــاهش  500و
  .)>042/0P( شد  DU145و PC3هاي سرطانی زنده ماندن سلول میزانر ددار معنی

تــرین عصاره میوه لمبیر در غلظت مذکور با کــم ترکیب دئوکسی پودوفیلوتوکسین و بر اساس نتایج، ترکیب استنتاج:
  شوند.هاي سرطانی میهاي طبیعی باعث تخریب سلوللولآسیب به س

  

  ، سرطان، اثر سایتوتوکسیک، آپوپتوزلمبیر واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
و از  .Juniperus communis Lلمبیر بــا نــام علمــی 

اي کــه در ارتفاعــات  ، درختچهCupressaceaeخانواده 
مازندران به علت باد شــدید توانســته اســت بــه خــوبی بــا 

   روي رـب نـهمچنی د.ـد نمایـده و رشـازگار شـرایط سـش
  

 E-mail: azadbakhtm@hotmail.com              داروسازي   دانشکده اعظم (ص)، پیامبر دانشگاهی مجتمع آباد، فرح جاده 72 کیلومتر :محمد آزادبخت مولف مسئول:
 ایران شیراز، اسلامی، دانشگاه آزاد  شیراز، واحد سی،شنا زیست گروه تکوین، جانوري شناسی زیست دکتراي دانشجوي .1
 .ایران ساري، مازندران، پزشکی علوم دانشگاه ،داروسازي دانشکده فارماکوگنوزي، گروه . استاد،2
 ایران شیراز، اسلامی، آزاد دانشگاه فارس، واحد شناسی، زیست گروه . استاد،3
 ایران ساري، مازندران، پزشکی علوم دانشگاه داروسازي، دانشکده داروشناسی، شناسی سم گروه دارویی، علوم تحقیقات مرکز استاد،. 4
 ایران ساري، منابع طبیعی، و کشاورزي علوم دانشگاه شیلات، و دامی علوم دانشکده مولکولی، سیتوژنتیک آزمایشگاه . استادیار،5
 : 25/6/1398تاریخ تصویب :              28/2/1398تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            28/2/1398 تاریخ دریافت  
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  مرتضی مهدوي و همکاران     

  15       1398ر ، مه 177دوره بیست و نهم، شماره         مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                      

 پژوهشی

 اگرچــه. کنــدمــی رشــد بوتــه پهلوهــاي و ســنگ هايلبه
 ،هــايولی جمعیت باشد زیاد زمین سطح است در ممکن
پوست ســاقۀ آن تیــره  .دهدرا تشکیل می کوچکی بسیار

شود. برگ هاي آن ســوزنی، رنگ و بعداً خاکستري می
روي بــرگ شــیاردار و در  تیز مانند سوزن،راست، نوك

 -18شود. ابعاد برگ طول آن خطی کبودرنگ دیده می
. اســت هــوایی کیســه فاقــد گرده متر است. دانهمیلی 4/1

 کوچکی مخروط هاي شکل به گیاهان این ماده دستگاه
میوة آن تقریباً گرد و . هستند هاشاخه راس در که هستند

لاً داراي متر و معمــومیلی 6-9کروي، کبودرنگ به قطر 
 ).1(رســدعدد دانه سه وجهی است که در سال دوم می 3

انتشـــار جغرافیـــایی گیـــاه در ارتفاعـــات گرگـــان بعـــد 
نهــارخوران، درفــک و شــیرکوه گــیلان، نــور و کجــور، 
جــواهرده رامســر، رودســر، ســوادکوه، تلمــدره ســاري، 

هــاي لمبیــر حــاوي میــوه .ســفیدچال گلوگــاه مــی باشــد
مقدار جزئی چنــد اســید دیگــر، پیرواکسالیک اسید و به 

ــــام دئوکســــی  ــــه ن ــــب ســــیکلولیگنان ب یــــک ترکی
ــین ( ــا Deoxypodophyllotoxin/DPTپودوفیلوتوکس ) ب

ــــول  22فرم 22 7C H O  ــــولی ــــه وزن مولک و  411/398ب
درصد اسانس  8/0 – 2/1همچنین کمی قند و در حدود 

 36/0درصد رزیــن و  8است. حدود  D-α-Pineneشامل 
مشخص  ).2، 3(شودیافت می Juniperinرصد ماده تلخ د

 یمــ نیتوبــول ونیزاســیمریمــانع از پل DPTشده است که 
آپوپتوز از  با یمانع از توقف چرخه سلولهمچنین شود و 

، ATM يشامل فعال ســاز یپروتکل سلول نیچند قیطر
شــود. می 7و  3 پازاسک ي، فعال سازBAXو  P53ارتقاء 

در ســرطان کشــف  DPTسم بــراي تاکنون چندین مکانی
شده است که این تنوع در مکانیســم اثــر باعــث کــاهش 

هاي هاي دارویی در اثر موتاسیون در ژناحتمال مقاومت
هاي اثــر یکی از مکانیسم ).4(شودهاي هدف میپروتئین

بوده که در  FNVBاین ترکیبات، مهار فاکتور رونویسی 
حضــور ایــن باشــد. هاي ســرطانی بســیار فعــال مــیسلول

هاي سرطانی جلوي آپوپتوز ایــن ســلول فاکتور در سلول
هــا را در گیرد و مهار ایــن عامــل حساســیت ســلولرا می

 DPTدهــد. برابر عوامل القاء کننده آپوپتوز افزایش مــی
 P65بــا اتصــال بــه  FNVBاثراتش را با تداخل در مسیر 

علاوه بر این مکانیسم، این ترکیــب بــا  ).5(کنداعمال می
و  MARKکاهش بیان یا افزایش بیان ژن پروتئین کیناز 

c-Jun-N-terminal kinase  و تــــداخل بــــا فــــاکتور
مکانیسم اثــر دیگــر  ).6(کنندعمل می STAT3رونویسی 

هــاي آزاد این ترکیب علاوه بر افــزایش تولیــد رادیکــال
ـــد  ـــار تولی ـــیژن، مه  matrix metalloproteinaseاکس

 ).7(باشــدســیار حیــاتی مــیزایــی بباشد که بــراي رگمی
DPT ــه در ــر ب ــوان لمبی ــت عن ــه متابولی ــان در ثانوی  درم

 داراي اثرات قوي زیستی می باشد. همچنین در شیمیایی
 مــؤثر آپوپتــوزیس تحریک طریق از سینه سرطان درمان
پــس از اتصــال  (AR)ناقلین گیرنــده آنــدروژن  ).8(است

ـــامل  ـــه ش ـــود، ک ـــی خ ـــدهاي درون ـــا دي -5لیگان آلف
باشند، نقش محوري تستوسترون و تستوسترون میهیدرو

شناســی غــده پروســتات در تکوین، فیزیولوژي و آســیب
دارند. عملکرد اصلی گیرنده آندروژن تنظــیم رونویســی 

 ARsدر هســته، لیگانــد فعــال . باشددر تنظیم بیان ژن می
شوند ماننــد عناصــر شناخته می DNAدستیار ویژه توالی 

اي همکار تنظیم کننده هســته و (AREs)پاسخ آندروژن 
هــاي و ماشین رونویسی و بنابراین در تنظیم رونویسی ژن

عنوان یک مرکــز تنظــیم به ARهدف نقش دارد. ناقلین 
ـــلولی و  ـــایز س ـــتات، تم ـــی پروس ـــد طبیع ـــده رش کنن

شــود کــه باشند. علاوه بر این، تصور میهموستازیس می
رطان منجر به شروع و پیشرفت ســ ARتنظیم غلط ناقلین 

  .)9-11(پروستات شود
باشــد مطالعــه جــالبی مــی ARشناسی فعالیت سرطان

پــردازد. کــه بــه طــور خــاص بــه ســرطان پروســتات مــی
هاي ســرطانی مســتندات منتشــر شــده بــراي بیشــتر ســلول

ها تــا بر رشد و تکثیر این ســلول ARپروستات اثر ناقلین 
شناسی سته است. در مقایسه با فعالیت سرطانحدودي واب

AR  ــاقلین ــتات، ن ــرطان پروس ــراي  ARدر س ــولا ب معم
ــاي  ــایز و بق ــک تم ــلول و تحری ــر س ــوگیري از تکثی جل

هاي اپیتلیالی پروستات لومینــال در غــده پروســتات سلول
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   ریو لمب نیلوتوکسیپودوف یدئوکس یضد سرطان اثر
 

  1398 مهر،  177، شماره نهمدوره بیست و                                                            مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                              16

ــاوي  ــتات ح ــوم پروس ــدگان اپیتلی ــان و جون ــال انس نرم
هــاي عصــبی نــادر اي و لومینــال بــا ســلولهاي پایــهلایــه

اند که سلول هاي متوسط و یک چندین گروه نشان داده
را نشان  ARهاي پایه بیان سطح پایین زیر مجموعه سلول

هــاي تمایزیافتــه حــد واســط و دهند. به عنــوان ســلولمی
یابــد. اعتقــاد افزایش می ARمهاجر به لایه لومینال، بیان 

اي هــســلول ARبــراین اســت کــه افــزایش فــراوان بیــان 
اپیتلیال لومینال موجب سرکوب تکثیر و حفــظ عملکــرد 

 ARشود. علاوه بر این، ناقلین حد واسط ترشحی آن می
در مزانشیم/استروما و مکانیسم ناقل پــاراکرین همچنــین 

هاي اپیتلیال لومینال در پروســتات را تواند بقاي سلولمی
هــاي تنظــیم در حالیکه وضعیت تکثیر سلول .تنظیم کند

به طــور گســترده مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه  ARا شده ب
ــلولی و آپوپتــوزیس  ــترس س ــخ اس ــاره پاس ــت، درب اس

کــه  ARهاي اپیتلیال پروستات از عملکــرد نــاقلین سلول
براي رشد و هوموستازي غده پروســتات نقــش محــوري 

نچــه آ .)9-11(دارند، شناخت کمی صورت گرفتــه اســت
مســلم اســت بــا قــرار گــرفتن در معــرض انــواع مختلــف 

زاي داخل و خارج سلولی (بــه عنــوان مثــال عوامل تنش
 DNAعوامــل التهــابی، اســترس اکســید کننــده، آســیب 

هــا معمــولا مســیرهاي متعــددي را سموم و غیره)، ســلول
کننــد و ها و و تعمیرات ایجــاد مــیبراي مقابله با محرك

اوم یا آسیب غیر قابل برگشت پاسخ به آسیب استرس مد
کند و مســیرهایی کــه در سلولی، ناقل اضافی را فعال می

شــود. نهایت منجر به مرگ سلولی برنامه ریزي شده مــی
آپوپتوزیس بسیار تنظیم شده است، فرآیندي کــه در آن 
ــا مــرگ ســلولی بــه روش وابســته بــه انــرژي بــا  نــاقلین ب

 باشـــند. نـــاقلین مرکـــزيهـــاي مشـــخص مـــیویژگـــی
آپوپتوزیس از طریق فعال سازي مســیرهاي بیرونــی و یــا 

ســازي کاســپازهاي مســیرهاي درونــی کــه بوســیله فعــال
هــاي شود. در مسیر بیرونی، گیرنــدهمختلف مشخص می

ریــزي شــده دســته فوقــانی گیرنــده فــاکتور مرگ برنامــه
تومور نکــروزیس در غشــاء پلاســمایی لیگانــدهاي ناقــل 

کنــد و آغــازگر مــی ریــزي شــده را حــسمــرگ برنامــه

کند. فعالیت آغازگر کاسپاز تر میرا فعال 10و  8کاسپاز 
 7و  6، 3منجر به جدا شــدن و فعالیــت مجریــان کاســپاز 

ــاقلین تــنش چندگانــه روي می شــود. در مســیر اصــلی، ن
شود و باعث نفوذپذیري ذراتی از میتوکندري همگرا می

ل شــود، از قبیــمــی (MOMP)غشاي بیرونی میتوکندري 
، فـــاکتور آزادســـازي آپوپتـــوزیس cذرات ســـیتوکروم 

. در ارتبــاط DIABLO، (AIFM1/2) 1/2میتوکندریایی 
کننــده آپوپتــوزیی یــا فاکتور پپتیدي فعال cبا سیتوکروم 

و الیگومرهاي مجتمــع آپوپتــوزوم کــه  (APAF1)ذرات 
کنند و را فعال می 9شوند و آغازگرهاي کاسپاز جدا می

زها هستند. مهم این است که غشــاي مامور اجراي کاسپا
ــذیري آن بــراي نــاقلین  ــارجی میتوکنــدري و نفوذپ خ

باشد. هاي حیاتی میآپوپتوزي درونی و بیرونی از واسطه
به طور معمول یکپارچگی میتوکندري به شــدت توســط 

 B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2)هــاي خــانواده پروتئین
 BCL2پتــوزي هاي خــانواده آپوشود. پروتئینکنترل می

ــروتئین  ــا پ ــرتبط ب ــامل X (BAX)م   -BAX, BCL2(ش
  

antagonist/killer 1 (BAK), and BCL 2-related   
  

ovarian killer (BOK)  ( عمدتا در غشــاي میتوکنــدري
کنــد. اولیگومرهــاي پــروتئین پروآپوپتــوزیس عمــل مــی

BAX  وBAK هایی را در سطح میتوکنــدري ایجــادسوراخ 
اعث آزاد شدن عوامل پروآپوپتوزیس کرده و در نتیجه ب

(شــامل  BCL2شود. پــروتئین پــیش ابقــائی خــانواده می
BCL2  ،BCL2L 1/BCL-XL ،Leukemia 1 (MCL1) 

ــوزیس  ــانواده پروآپوپت ــروتئین خ ــا پ ــداخل ب ــره) ت و غی
BCL2 شود.باعث حفظ یکپارچگی غشاي میتوکندري می 

، BID ،BAD ،BCL2L 11/BIM(شامل  BH-3پروتئین 
NOXA ،PUMA هــایی و غیره) همچنین پروآپوتوزیس

هاي پیش ابقــائی ها اثر متقابلی با پروتئینهستند، زیرا آن
داشته و از تداخل آنان با پروآپوتــوزیس  BCL2خانواده 

BAX  وBAK کنند. در واقع، میــزان برتــريجلوگیري می 
هاي پــیش ابقــائی و آپوپتــوزیس خــانواده نسبت پروتئین

BCL2 نده اصلی این است که آیا یک سلول زندهتعیین کن 
 نقش مهمی در هوموســتازي ARناقل میرد.خواهد ماند یا می
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 پژوهشی

 است برتعادل خالص تقســیم اپیتلیال پروستات داردکه وابسته
یــک سلولی و بازده محصول در یــک مطالعــه قبلــی، مــا 

میانجیگر  AR بموجــب آن کهکردیممکانیسم رشد را تعریف
باعث مهــار  cyclin D-CDK4/6 ت ترکیببا تنظیم پائین دس

انســان  پروســتات هاي اپیتلیــالپیشرفت چرخــه ســلولی ســلول
)Primary Prostate Epithelial Cells; Normal, Human( 

 و پاسخ اســترس آپوپتــوزیس ARشود. با این حال، ناقل می
انــد، خوبی شناخته نشــدهسلول اپیتلیال پروستات انسان به

اي ناقلین مرکزي هستند کــه در ایــن هر چند آنان مسیره
شناســی دخالــت پروستات و آسیب ها وتنظیم هوموستازسلول

 هــايدر ســلول ARدارند. مهم این است که، فعالیت نــاقلین 
)Primary Prostate Epithelial Cells; Normal, Human( 

در شرایط کشت وضعیت آپوپتوزیس آنــان بهینــه نشــده 
ي حفــظ هوموســتازي در بــرا ARاست، نقش ثابت ناقل 

هاي اپیتلیال پروستات تمایز سلولی و پیشرفت رشد سلول
در زمینه پاسخ استرس  ARدارد. براي درك بهتر ناقلین 

موجــب  ARسلولی، فرض ما بــر ایــن اســت کــه نــاقلین 
هــاي آســیب دیــده ناشــی از افزایش تقاضــا بــراي ســلول

هــاي اپیتلیــال نرمــال پروســتات بــر حفــظ عملکرد ســلول
با توجــه  ).9-11(گرددوستازیس و بقاء سلول نرمال میهم

به اثرات ضد سرطانی دئوکسی پودوفیلوتوکسین، هدف 
این مقاله بررسی اثرات ضد ســرطانی ترکیــب دئوکســی 

که حاوي  پودوفیلوتوکسین و عصاره تام میوه گیاه لمبیر
  باشد.می این ترکیب بوده،

  

  مواد و روش ها
مستخرج از طرح مصوب این مطالعه از نوع تجربی، 

دانشگاه علوم پزشکی مازندران و با تایید کمیتــه اخــلاق 
دانشگاه بوده و تمامی مراحل کار اعم از کــار گیــاهی و 
سلولی بر اساس اصول اخلاقی توصیه شده کمیته اخلاق 

  م رسیده است.دانشگاه به انجا
  

  جمع آوري گیاه
   از ارتفاعات ســفیدچال 1394میوه لمبیر در شهریور 

  

آوري شـــد. موقعیـــت لمبیـــر از منطقـــه گلوگـــاه جمـــع
و  551375/36سفیدچال گلوگــاه در عــرض جغرافیــایی 

قرار دارد. پس از شناســایی  828673/53طول جغرافیایی 
دقیق، با نمونه هرباریومی دانشگاه پیام نور ســاري بــا کــد 

SPNH-2011  تطبیـــق داده شـــد. میـــوه لمبیـــر از نقـــاط
آوري شــد تــا غرافیــایی جمــعمختلف در این موقعیــت ج

  .)1(تصویر شماره برداري درستی انجام شده باشدنمونه
  

  
 

  تصویر نمونه هرباریومی و گیاه لمبیر :1تصویر شماره 
  

  گیريخشک کردن و عصاره
آوري شده در انبار بر روي توریهاي میوه گیاه جمع

فلزي با شرایط تهویه مناسب قــرار داده شــد تــا بــه طــور 
هــا شود. پس از خشک شدن کامل، نمونــه کامل خشک

طور کامــل خــرد شــد. میــوه گیــاه توسط آسیاب برقی به
لمبیر و با روش ماسراسیون با حلال هیدروالکلی عصــاره 

  ).12-14(گیري گردید
  

   HPLCتام عصاره به روش  DPTتعیین مقدار 
شرایط مناسب به دســت آمــده بــا اســتفاده از نمونــه 

مولار در فــاز  Ammonium acetate 02/0استاندارد آن، 
ــرك،  ــافر  pH 5/5متح ــتفاده از ب ــا اس ــرك (ب ــاز متح ف

گــراد درجــه ســانتی 30فسفات) و درجه حــرارت ســتون 
مناســب دئوکســی  peakشــرایط تهیــه  تعیین شد. در این

  پودوفیلوتوکســـین بـــراي عصـــاره تهیـــه شـــده از میـــوه 
ــان  ــداقل زم ــوهی در ح ــرو ک ــا  15س ــو ب ــه شستش دقیق

ضروري است. میزان جریان و حجم عصــاره  استونیتریل
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میکرولیتــر  2لیتر در دقیقه و میلی 1تزریق شده به ترتیب 
  ).14(تعیین شد

  

  هاي سلولی سرطانی پروستاتکشت رده
) PC3 ،DU145(ی سرطانی پروستات سلولهاي هرد

از بانــک ســلولی انســتیتو پاســتور ایــران تهیــه شــد (کــد 
NCBI ،C47نی در محیط کشــت هاي سرطا). ردة سلول

DMEM/f12  ــاوي ــی-الح ــامین، پن ــیلین (گلوت  100س
 لیتــر)میلی احد درو 100لیتر)، استرپتومایسین (میلی احد درو

 .شــدند ) کشــتFBS( ســرم جنــین گــاوي درصــد 10و 
  رطوبــت  د،گــراســانتی جــۀدر 37 انکوبــاتور در هــاسلول

. گرفتنــد قــراردرصــد  5 کــربن اکســید دي و درصد 90
ل فیبروبلاست از بانک سلولی انســتیتو پاســتور سلول نرما

) و محــیط کشــت NCBI ،C165ایران تهیــه شــده (کــد 
RPMI 1640 12-14(در شرایط نرمال کشت شد.(  

  

هــاي و عصــاره بــر مورفولــوژي ســلول DPTبررسی اثــر 
  کشت داده شده

 ،100، 50، 10 هــايغلظــت ،در بررسی مورفولوژي
هر یک از دئوکســی لیتر میکروگرم در میلی 1000، 500

ــین ( ــیگما، آلمــان)DPTپودوفیلوتوکس و  ) خــالص (س
بــه تعــداد  کشــت داده شــده يهابر سلولعصاره لمبیر را 

هاي با درب فیلتــردار در فلاسکسلول  )5×105متوسط (
لیتر محیط کشــت میلی 5 که حاوي لیتر،میلی 50 استریل

ـــد،  ـــربودن ـــایج در  اث  96 و 72، 48، 24داده شـــدند و نت
 توســط هــا بــا ترکیــب،ســلول عت بعد از تیمار کــردنسا

 اولمپــوس ژاپــن، مجهز به دوربین میکروسکوپاینورت 
  .)12-14(عکس برداري شد

  

  تست سمیت ماده استاندارد و عصاره گیاهی
بررسی میزان سمیت سایتوتوکسیک عصاره لمبیر و 

ــتاندارد  ــاده اس ــلولی ســرطان  DPTم ــر دو رده س ــر ه ب
 هــاي کنتــرل) در مقایسه با گــروهDU145 ،PC3پروستات (

 ،پاســاژ انجــام از پــس ،ســلولی ردة بررسی شد. از هر دو
ه د. بــشــتهیــه  کشــت محیط در سلولی سوسپانسیون یک

 5000 ،ايخانــه 96ین صورت که در هر خانــه از پلیــت ا
 قرار انکوباتور در ساعت 24 هاسلول موجود باشد. پلیت

 هــايبچســبند. غلظــت خود بستر به هاسلول تا شدند داده
ــرمیکروگــرم در میلــی 1000 ،500، 100، 10 عصــاره  لیت

هر دو رده به  مربوط هايخانه از تاییسه گروه 4به  لمبیر
 از تــاییســه گــروه 4به  DPTسلولی سرطان پروستات و 

 بــه و شــد اضــافه هــر دو ردة ســلولی بــه مربوط هايخانه
آب فــی، مربوط به گروه شاهد، براي کنترل من هايخانه

اضــافه پلاتین و به گروه کنترل مثبت سیس مقطر استریل
 48 از پــس و نــدقرار گرفت انکوباتور در هاپلیت . اینشد

 تازه محیط میکرولیتر 180 به جاي محیط کشت، ساعت
 ساعت 4 و اضافه تترازولیوم رنگ میکرولیتر 20 با همراه

ــاتور گذاشــته در ــد. پــس انکوب ــت محــیط آن از ش  کش
 DMSO میکرولیتــر 200 و خالی تترازولیوم گرن حاوي

 جذب و شد آن جایگزین گلایسین بافر میکرولیتر 25 و
در طــول  میکروپلیــت ریــدر دستگاه توسط هاخانه نوري
  ).14(شد گیرينانومتر اندازه 570 موج

  
ـــلول ـــروز س ـــوز و نک ـــین آپوپت ـــه روش تســـت تعی ـــا ب ه

  فلوسایتومتري
ــر رده ســلولی، پــس از انجــام پا ســاژ، یــک از ه

سوسپانسیون سلولی در محیط کشــت تهیــه شــد. بــه ایــن 
 ســلول 500000اي خانــه 12صورت که در هر خانه از پلیت 
اي در نظر خانه 12پلیت  3موجود باشد. براي این آزمون 

اي انتخــاب خانــه 12هــاي خانه از پلیــت 30گرفته شد و 
هاي هر دو ها به سلولتایی از خانهگروه سه 5شد. سپس 

تایی از گروه سه 5رده سلولی پروستات با عصاره لمبیر و 
هاي هر دو رده سلولی بــا مــاده اســتاندارد ها به سلولخانه

DPT ســاعت در  48هــا اختصــاص داده شــد. ایــن پلیــت
 200انکوبــاتور قــرار گرفتنــد و ســپس بــراي ســه دقیقــه 

ایکس براي هر خانه ریختــه شــد و  1میکرولیتر تریپسین 
هــاي آپوپتــوز و یفوژ بــراي بررســی ســلولپــس از ســانتر

نکروز از دستگاه فلوسایتومتري چهار کاناله تک لیــزري 
)Sysmex Partect PSA ــوج ــه  630و  580)، طــول م ب
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 پژوهشی

 Annexin V-FITC Apoptosis ebiosinceبــالا، کیــت 
  ).14(استفاده شد

  
  Real time PCRبه روش  CLUو  ARهاي بیان نسبی ژن
RNA ــلولی پر ــت دو رده س ــیله کی ــه وس ــتات ب وس
) اســتخراج شــد. 74104شرکت کیاژن ( RNAاستخراج 

براي اطمینان از صحت اســتخراج و  RNAپس از استخراج 
ژل  استخراج شده روي RNAبررسی کمیت و کیفیت آن، 

از  cDNAآگارز دو درصد الکتروفورز شــد. بــراي ســاخت 
 Reverse Transcriptase (QuantiFast)کیت کیاژن فســت 

) اســــتفاده شــــد. قبــــل از 205311کیــــاژن ( شــــرکت
هــاي مــورد نظــر، صــحت عملکــرد گیري بیــان ژناندازه

  آغازگرهــــاي تهیــــه شــــده بــــا اســــتفاده از دســــتگاه 
PCR  ــر از روي ــورد نظ ــه م ــر قطع ــه  cDNAو تکثی   تهی

  شـــده بـــر اســـاس پرایمرهـــاي اختصاصـــی بـــراي هـــر 
 TGTCACTATGGAGCTCTCACATGTGGژن (

ـــــــــــر مســـــــــــتقی ـــــــــــوان پرایم   م بـــــــــــه عن
 CACCTCTCAAATATGCTAGACGAATCTGTو 

ـــــــــه عنـــــــــوان پرایمـــــــــر معکـــــــــوس  و  ARب
TGCCTTTCCCATGGACTGGG  بــه عنــوان پرایمــر

ـــتقیم و  بـــه  GAGTTCCAAAGGCCAAACCGمس
ــی شــد. واکــنش ــوان پرایمــر معکــوس)، بررس ــاي عن   ه

Real Time QPCR  با استفاده از آغازگرهاي اختصاص
کیــاژن  شــرکت PCRفست سایبرگرین و کیت کو آنتی

انجــام  Corbettاز شــرکت  PCR) در دســتگاه 204052(
  ).12-14(شد
  

هــا و تجزیــه و تحلیــل گیري کمیت بیان ژنروش اندازه
  آماري نتایج

هــاي مــورد نظــر از روش در مطالعه حاضر بیــان ژن
گیري شده و تجزیــه و تحلیــل ) اندازهΔΔCT-2لیواك (

 واریانس براي بررســی وجــود یــا عــدم وجــود اخــتلاف
ــان معنــی ــف از نظــر بی ــین تیمارهــاي مختل دار آمــاري ب

 1/9ویــرایش  SASافزار آمــاري هاي مورد نظر از نرمژن

 افــزار نرم توسط دست آمدهبهاطلاعات  ).19(استفاده شد
واریــانس  زمــونکمــک آ ) بــه20 نســخه( SPSSآمــاري 

 در تجزیــه و تحلیــل شــدند.) ANOVAطرفــه ( یــک
 منظــوربه و هاگروه یانم دارمعنی وجود اختلاف صورت

 دارمعنــی اخــتلاف یکــدیگر بــا کــه هاییتفکیک گروه
داري ســطح معنــی در Tukeyاز آزمــون تعقیبــی  ،داشتند

05/0P< د.استفاده ش  
  

ــیون ژن  ــی متیلاس ــلول PMEPA1بررس ــاي رده در س ه
  سرطانی پروستات

انجــام شــد. ژن  Blastافــزار طراحــی پرایمــر بــا نــرم
PMEPA1 دروژن رسپتور هاي آناز ژنAR و  انتخاب شده

به بررسی ژن و طراحی آن اقــدام  NCBIاز طریق سایت 
سولفیت ســدیم بــا توسط بی DNAیک میکروگرم شد. 

در  EZ DNA Methylation-GoldTMاســتفاده از بســته 
) و پیــروي EpiTect Bisulfite Kitsســولفیت (کیت بــی

لیتــر، یلــیم 50از پروتکل عرضه کننده، با استفاده از بافر 
ــی ــا ب ــوط ب ــراي مخل ــر ب ــت پرایم ــد. غلظ ســولفیت ش

نانوگرم تعیین شــد.  700سولفیت شده الیگونوکلئوتید بی
ســولفیت شــده از هــر رده هاي بــیمیکرولیتر از نمونه 50

ــر مــاده اســتاندارد  DU145و  PC3ســلولی  ــا اث و  DPTب
هــا پلاتین بر روي هر یک از ردهنمونه کنترل با اثر سیس

ــایج را بــرا ــه کشــور کــره فرســتاده شــد. نت ي ســکانس ب
آنــالیز  2،4،1نســخه  ChromasProافــزار سکانس بــا نــرم

  ).12-14(شد
  

 DPPHاکسیدانی با روش تعیین آنتی

مــورد  DPPHاکســیدانی گیــاه بــا ترکیــب اثر آنتــی
هــاي مختلــف ارزیابی قرار گرفت. در این روش غلظــت

کرومــولار می 100عصاره گیاه با حجــم برابــر بــا محلــول 
DPPH  ــدت ــراي م ــیون ب ــد از انکوباس ــوط و بع  15مخل

 517در طــول مــوج  UVدقیقه در دماي اتاق بــا دســتگاه 
ــا نــانومتر آنــالیز شــد. همچنــین اثــر آنتــی اکســیدنی آن ب

 ).12،14(مقایســه شــد BHAاکسیدانی استاندارد ترکیب آنتی
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 SPSSآمــاري  افــزارنــرم توســط دست آمدهبهاطلاعات 
ــه) 20 رژن(و ــک آ ب ــونکم ــک زم ــه  واریــانس ی طرف
)ANOVA (.وجــود  صــورت در تجزیه و تحلیــل شــدند

تفکیــک  منظــوربــه و هــاگــروه میــان دارمعنــی اخــتلاف
از  ،داشــتند دارمعنــی اخــتلاف یکدیگر با که هاییگروه

ــی  ــون تعقیب ــی در Tukeyآزم ــطح معن  >05/0Pداري س
  ).12-14(داستفاده ش

  
  یافته ها
ی و ماده استاندارد بر میزان تکثیر هاي گیاهاثر عصاره

 MTT assayرده سلولی با روش 

 و PC3ســلولی  دو ردة کمورفولوژیــ در ارزیــابی
DU145 ســاعت پــس از اضــافه  48 گردیــد کــه مشــخص

و دئوکسی  Juniperus communisمتانلی عصاره  ننمود
 هــايسلول با درمقایسه μg/ml 10با غلظتپودوفیلوتوکسین 

 ،نشــد. امــاها مشاهده ر محسوسی در آنشاهد، تغیی گروه
ــت در ــلول μg/ml10 ،100 ،500، 1000 غلظ ــاس ــتر از ه  بس

 گــرد در صــورتهب شکل دوکی حالت از و خود جدا شده
 . شــدتگردیدمشاهده هاسلولی درآن گرانولاسیون و آمده

و  Juniperus communisعصاره متانلی میزان کشندگی 
بــه غلظــت بــوده و بــا وابســته دئوکسی پودوفیلوتوکسین 

 ،شود و با افزایش غلظــتتر میبیش شندگیکافزایش آن اثر
 هــايهاي تخریب شدة بیشــتري در فلاســکتعداد سلول

ساعت پــس از  48). 1000< 500< 100( دکشت دیده ش
و  Juniperus communisعصــاره متــانلی  اضــافه کــردن

 μg/ml50  بــا غلظــتدئوکسی پودوفیلوتوکسین خــالص 
، تغییــر گــروه شــاهد فلاســک هــايســلول بــا هدر مقایســ

 هــايامــا در غلظــت ،هــا مشــاهده نشــد محسوسی در آن
μg/ml10 ،100 ،500، 1000 ــ ــرات مورفولوژی ــل تغیی ک قاب

. در دگردیو این تغییرات با افزایش زمان شدیدتر  بود توجه
 اثــر داده μg/ml10 ،100 ،500، 1000 هايهر یک ازغلظت

ایش زمان اثــرات سایتوتوکســیک ها، با افزشده به سلول
و تعــداد شــد تــر هــا (ســرطانی و طبیعــی) بــیشدر ســلول

). در 96< 72< 48( افــزایش یافــتهاي کشته شده سلول

تیمــار  DU145 و PC3هــاي سلولک مورفولوژی ارزیابی
از  پــس شده بــا دئوکســی پودوفیلوتوکســین خــالص نیــز

 ینپودوفیلوتوکسدئوکسی ساعت از اضافه کردن 24گذشت 
کاهش تقسیم ، μg/ml500، 1000 هايدر غلظتخالص 

 هــايغلظــت در ،سلولی مشاهده شد. اما و گرانولاسیون

μg/ml10 ،100 به بستر فلاسک چسبیده، شــکل  هاسلول
 هــادر آنســلولی  گرانولاسیون و طبیعی خود را حفظ کرده

 ســاعت، اثــرات 96 و 72، 48گذشــت  از . پسمشاهده نشد
 د.گردیــ تشــدید μg/ml 500، 1000 يهــاغلظت درترکیب 

هــاي ســلول اي حــاويخانه از دست آمدههب نوري جذب
و  Juniperus communisمتــانلی عصــاره  تیمار شــده بــا

ــالص  ــین خ ــی پودوفیلوتوکس ــادئواکس ــوري  ب ــذب ن ج
 درصــد و شــد گــروه شــاهد مقایســه هــاي حــاويخانــه
  .محاسبه گردید زیر فرمول با زنده مانده هايسلول
 Juniperus communis متانلیعصاره  بانشان داد  یجتان

ــا  ــالص ب ــین خ ــی پودوفیلوتوکس ــايغلظــتو دئوکس  ه
μg/ml500 ،1000 ،ــا گــروه شــاهد موجــب  در مقایســه ب

ـــی ـــزانداري کـــاهش معن ـــدن  در می درصـــد زنـــده مان
(جــدول  شــد DU145 و PC3هــاي ســرطانی ردة ســلول

نلی عصــاره متــا بــا μg/ml 10 غلظــت . در)2و  1شــماره 
Juniperus communis  دئواکســی پودوفیلوتوکســین و

هــاي ســرطانی ســلول ، کاهش درصد زنده مانــدنخالص
PC3 و DU145  دار نبــودمعنــیدر مقایسه با گروه شاهد 

)05/0>P(.  ،ــاهد ــروه ش ــا گ ــه ب ــتدر مقایس ــايغلظ    ه
μg/ml500  عصاره متــانلی  1000وJuniperus communis، 

  درصــد زنــده  میــزاندر داري موجــب کــاهش معنــی
ــلول ــدن س ــاي مان ــد ( DU145 و PC3ه   ) >05/0Pگردی

ـــت درو  ـــايغلظ ـــی  1000و  μg/ml10 ،100 ه دئواکس
ــدن پودوفیلوتوکســین خــالص  کــاهش درصــد زنــده مان

ــلول ــاهد  DU145 و PC3هــاي س ــروه ش ــه گ نســبت ب
 .)2شــماره  تصــویر() 2و  1(جدول شــماره  دار نبودمعنی

نتــایج  3و جــدول شــماره  3همچنــین در تصــویر شــماره 
نتــایج  4ایجاد آپوپتوز آورده شده است. تصــویر شــماره 
  دهد.حاصل از بیان ژن رسپتور آندروژنی را نشان می
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 پژوهشی

  بــا  Juniperus communisعصــاره متــانلی  و DPT ســاعت پــس از تیمــار بــا 72، 48، 24در  DU145هاي  درصد زنده ماندن سلول :1شماره  جدول
  لیتر میکروگرم بر میلی 500و  100 ،50، 10هاي  غلظت

  

  J. communisعصاره  DPT  هاگروه
  P  ساعت P  72  ساعت P  48  ساعتP  24  ساعت P  72  ساعت P  48  ساعت24

    %100    %100        %100    %100    %100  شاهد
  004/0  %10/62  - 002/0 %50/61  - 003/0  %40/61  0217/0  %90/49  0213/0  %20/54  0003/0  %10/52  10غلظت 

  027/0  %70/58  - 024/0  %10/55  - 003/0  %10/58  006/0  %00/34  - 001/0  %30/33  - 005/0  %90/32  100لظت غ
  008/0  %60/59  - 029/0  %50/54  021/0  %60/56  - 007/0  %00/12  - 018/0  %90/10  024/0  %10/15  500غلظت

  015/0  %60/52  - 014/0  %90/48  - 004/0  %90/53  008/0  %70/12  006/0  %50/12  - 015/0 %40/10  1000تغلظ

  
  بــا  Juniperus communisو عصــاره متــانلی  DPTســاعت پــس از تیمــار بــا  72، 48، 24در  PC3هــاي  درصد زنده مانــدن ســلول :2شماره  جدول
  لیتر میکروگرم بر میلی 500و  100، 50، 10هاي  غلظت

  

  J. communisعصاره   DPT  هاگروه
  P  ساعت P  72  ساعت P  48  ساعتP  24  ساعت P  72  ساعت P  48  ساعت24

    %100    %100    %100    %100    %100    %100  شاهد
  018/0  %90/63  - 006/0  %50/61  - 012/0  %90/60  0217/0  %90/49  0213/0  %20/54  0003/0  %10/52  10غلظت 
  - 004/0  %10/54  - 043/0  %50/55  042/0  %80/48  006/0  %00/34  - 001/0  %30/33  - 005/0  %90/32  100غلظت 
  049/0  %00/52  051/0  %70/47  001/0  %20/56  - 007/0  %00/12  - 018/0  %90/10  024/0  %10/15  500غلظت

  - 008/0  %70/56  022/0  %70/46  - 013/0  %90/51  008/0  %70/12  006/0  %50/12  - 015/0 %40/10  1000تغلظ

  

  
  

  
  

خــالص بــا دئوکسی پودوفیلوتوکســین ماده حضور  :2تصویر شماره 
HPLC یر (در عصاره میوه لمبJuniperus communis(  

  
 ) و ترکیبAنتایج حاصل از بررسی اثر عصاره گیاه ( :3جدول شماره 

DPT )B بر روي روند آپوپتوز در سه رده سلولی (PC3 ،DU1454 
  ).HGFsو سلول نرمال فیبروبلاست (

  

مقایسه مرگ برنامه ریزي شده 
 (آپوپتوز) با مرگ سلولی (نکروز)

  از  درصد فراوانی سلول ها پس
 تاثیر عصاره گیاه

  درصد فراوانی سلول ها پس از 
  DPTتاثیر ترکیب 

PC3 DU145  HGFs PC3 DU145  HGFs  
 49/1 17/8  96/23  79/1  30/8  36/3  آپوپتوز ابتدایی

 41/44 01/4 92/6  50/1  74/44  83/83 آپوپتوز انتهایی

 20/49 73/1 06/1  92/7  89/0  39/0 نکروز ابتدایی

 90/4 09/86 06/68  79/88  07/46  42/12 لول زندهمیزان بقاي س

  

A( شاهد     

  
  

) غلظت μg/ml 10 ،C) غلظت PC3 ،Bرده سلولی  :3تصویر شماره 
μg/ml 100 ،D غلظت (μg/ml 500 ،E غلظت (μg/ml 1000.  
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) غلظت μg/ml 10  ،,C) غلظت DU145 ،,Bرده سلولی  :4تصویر شماره 
μg/ml 100 ،,D غلظت (μg/ml 500 ،,E غلظت (μg/ml 1000.  

  
بــا غلظــت  DPTو  J. communis بررســی اثــر تیمــار

لیتر (بــه ترتیــب میکروگرم بر میلی 1000و  500،100،10
هــاي ســاعت بــر رده ســلول 72از بالا بــه پــائین) پــس از 

ــرطانی  ــماره( PC3س ــویر ش ــویر ( DU145) و 3 تص تص
  .می باشد )4 شماره

 DU145 ،72و  PC3هــاي ســرطانی ســلول با غلظت
 Juniperus communis عصاره متــانلی با از تیمار پس ساعت

(بـــدون  )×20(و دئواکســی پودوفیلوتوکســـین خــالص 
 1شماره مربوط به دئوکســی پودوفیلوتوکســین و شــماره 

 μg/ml10غلظــت ) B1،Bو  شاهد )Aمربوط به عصاره). 
 72پس از  μg/ml100 ) غلظت C1,C ساعت، 72پس از 

 ،ســاعت 72پــس از  μg/ml 500غلظــت ) D1,Dساعت، 
E1,E غلظت ( μg/ml1000  بــراي رده  ساعت 72پس از
 ساعت، 72پس از  μg/ml10 ) غلظت’B1’ ،Bو PC3سلولی

C’،C1’غلظت ( μg/ml100 ساعت 72پس از ،D ،D1’ (
) غلظــت ’E ،E1ســاعت،  72پس از  μg/ml 500غلظت 
μg/ml1000  6و5(تصویر شماره  ساعت 72پس از(. 

 
 

(در  DPTاي اثر عصاره گیاه و ترکیب  نتایج مقایسه :5صویر شماره ت
) Eتا  Aلیتر از  میکروگرم بر میلی 1000و  500،100،10دوزهاي 
 DU145ساعت بر روي رده سلولی  72و  48، 24هاي  در زمان
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(در  DPTاي اثر عصاره گیاه و ترکیب  نتایج مقایسه :6تصویر شماره 
) Eتا  Aلیتر از  میکروگرم بر میلی 1000و  500،100،10دوزهاي 
  PC3ساعت بر روي رده سلولی  72و  48، 24هاي  در زمان

  
  وعصاره لمبیر با فلوسایتومتري DPTارزیابی القاء آپوپتوزیس

آپوپتوزیس و نکروزیس و بقاي ســلول زنــده بــراي 
ثــر و فیبروبلاســت نرمــال بــا ا DU145 ،PC3رده سلولی 

  و مـــاده  μg/ml 100عصـــاره میـــوه لمبیـــر بـــه غلظـــت 
ــه غلظــت  DPTخــالص  ــه مــدت  μg/ml 100ب  24کــه ب

ساعت تیمار داده شدند، با استفاده از کیــت آپوپتــوزیس 

)Annexin-V FITC and propidium iodideو دســتگاه ( 
  ).7گرفت (تصویر شماره ایتومتر مورد ارزیابی قرار فلوس

دهــد کــه میــانگین بیــان نشــان مــی  4جدول شماره 
ــا اثــر مــاده مــؤثر اســتاندارد بــر  CLUو  ARنســبی ژن    ب

ــه گــروه  HGFsو  DU145و  PC3ســلولی رده  نســبت ب
انتظار مناسب برخوردار است (تصــویر  Cisplatinکنترل 
). همچنین نتــایج متیلاســیون ژن مربوطــه در 9و  8شماره 

  آورده شده است. 10تصویر شماره 
  

با اثر ماده مؤثر اســتاندارد  ARزان بیان نسبی ژن می :4جدول شماره 
  بر رده سلولی پروستات

  

 DPTتحت تاثیر  ARبیان ژن  DPTتحت تاثیر  CLUبیان ژن   رده سلولی

PC3 a17.09 a6.54 

DU145 b3.49 a7.59 

HGFs a 1.006  a 1.055  
control b3.43  b0.97 
P-value 0.0119 05/0 

SEM 7/1 71/0 
  

  هستند. يدار آمار یحروف مشترك در هر ستون فاقد تفاوت معن يدارا يها نیانگیم*
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) و ترکیب Aنتایج حاصل از بررسی اثر عصاره گیاه ( :7تصویر شماره 
DPT )B بر روي روند آپوپتوز در سه رده سلولی (PC3 ،DU1454 

  ).HGFsسلول نرمال فیبروبلاست ( و
  

  
  

در رده هاي سلولی  )ARن آندروژن رسپتور (بیان ژ :8تصویر شماره 
PC3 ،DU145  وHGFs  بعد از تاثیرDPT  

  

  
  

در رده هــاي ســلولی  )CLUکلاســترین (بیــان ژن  :9تصویر شــماره 
PC3 ،DU145  وHGFs  بعد از تاثیرDPT  

  
  

  B  

PC3  

A  
     

B  

DU145  

A  
  

  DU145و  PC3در رده سلولی  PMEPA1ئوکسی پودوفیلوتوکسین بر متیلاسیون ژن د Bپلاتین و  اثر سیس Aکروماتوگرام  :10تصویر شماره 
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 میزان فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره میوه لمبیر و دئوکسی
  پودوفیلوتوکسین

عصــاره  50ICبا توجه به نتایج به دست آمده، میــزان 
یــا هیدروکســی آنیــزول بوتیلــه بــه  BHAو  DPTگیــاه، 
لیتــر میکروگرم بــر میلــی 72/58و  46/32، 48/57ترتیب 

    محاسبه شد.
  
  بحث

 سیتوتوکســیک بررسی اثرات پژوهش هدف اصلی این
هــاي بر ردة سلول Juniperus communisعصاره متانلی 

 سیتوتوکسیک اثرات در مقایسه با DU145 و PC3سرطانی 
هــاي بــر ردة ســلول دئوکســی پودوفیلوتوکســین خــالص

  د.وب DU145 و PC3سرطانی 
ســاعت پــس  24شاهدات مورفولوژیک، م بر اساس
ترکیــب متــانلی دئوکســی هاي سرطانی بــا از تیمار سلول

تغییــــرات  μg/ml 100بــــا غلظــــت پودوفیلوتوکســـین 
هــاي گــروه مورفولوژیک محسوسی در مقایسه بــا نمونــه

هاي ســرطانی از نظــر شــکل و شاهد مشاهده نشد و سلول
و  48دنــد. هاي گروه شاهد بواندازه تقریبا مشابه با سلول

هــاي ســرطانی تحــت اثــر ساعت بعد از اینکــه ســلول 72
قــرار گرفتنــد، تغییــرات  μg/ml 100بــا غلظــت  ترکیــب

هــا در مقایســه بــا گــروه  مورفولوژیک ایجاد شده در آن
آزمــون  نتــایج اســاس شــاهد بســیار نامحســوس بــود. بــر

MTTــلول ــدن ردة س ــده مان ــد زن ــاهش درص هــاي ، ک
ــرطانی  ــار  24در  DU145 و PC3س ــس از تیم ــاعت پ س

در مقایســه بــا  از عصــاره، μg/ml 100با غلظــت  هاسلول
 داراي اختلاف هاي گروه شاهددرصد زنده ماندن نمونه

ــی ــود ( يدارمعن ــانP<05/0نب ــزایش زم ــا اف ــزان  ،). ب می
هاي سرطانی کاهش یافت، ولی درصد زنده ماندن سلول

یش افــزا ،). بنــابراینP<05/0دار نبــود (این کاهش معنی
ر میــزان دداري ساعت، کــاهش معنــی 24زمان نسبت به 

بــا عصــاره هایی کــه تحــت اثــر درصد زنده ماندن سلول
ــت  ــنتد μg/ml 10غلظ ــرد. طبــق  ،قــرار داش ــاد نک ایج

ســـاعت پـــس از تیمـــار  24مشـــاهدات مورفولوژیـــک، 

عصــاره متــانلی بــا  DU145 وPC3  هــاي ســرطانیسلول
Juniperus communis  با غلظتμg/ml 100،  تغییــرات

هــاي در مقایســه بــا نمونــه ايلاحظهمورفولوژیک قابل م
مشــاهده شــد و ایــن تغییــرات در  هاسلولگروه شاهد در 

عصــاره متــانلی هــا بــا ساعت بعد از تیمار ســلول 72و  48
Juniperus communis  بــا غلظــتμg/ml 100  تشــدید

، درصد زنده ماندن MTTآزمون  نتایج اساس گردید. بر
س پــســاعت  24در  DU145 و PC3اي ســرطانی هسلول

ــا  ــا  Juniperus communisعصــاره متــانلی از تیمــار ب ب
داري طور معنیهنسبت به گروه شاهد ب μg/ml 10غلظت 

ــت ( ــین). هــمP>05/0کــاهش یاف ــا  ،چن ــن کــاهش ب ای
 داريطــور معنــیهبــ ،ســاعت 24افزایش زمان نســبت بــه 

غلظت بر اینکه  توان گفت علاوهمی ،. بنابراینتشدید شد
ــوژي Juniperus communisعصــاره متــانلی  و  بــر مورفول

هاي سرطانی موثر اســت، مــدت درصد زنده ماندن سلول
گیرنــد، قــرار مــیترکیــب هــا تحــت اثــر زمانی که سلول

هــاي گــروه تواند اثرگذار باشد. در مقایســه بــا نمونــهمی
ساعت  24شاهد، تغییرات مورفولوژیک قابل توجهی در 

 Juniperus communisعصاره متانلی  هاز تیمار سلولپس ا
ایــن  MTT، مشاهده نشد و آزمــون μg/ml 100با غلظت 

 هــانتایج را تایید نمود. کاهش درصد زنده مانــدن ســلول
ســاعت پــس  24در با دئوکسی پودوفیلوتوکسین خالص 

در مقایسه با گروه  μg/ml 500ها با غلظت از تیمار سلول
افــزایش زمــان  ،چنین). همP<05/0بود (دار نشاهد معنی
ــه  ــبت ب ــوجهی  24نس ــل ت ــرات قاب ــت اث ــاعت نتوانس   س

  تیمــار هــاي بر مورفولوژي و درصــد زنــده مانــدن ســلول
  در غلظــت  شــده بــا دئوکســی پودوفیلوتوکســین خــالص

μg/ml 100 عصــاره متــانلیتوان گفت می ،بگذارد. بنابراین 
Juniperus communis انــد درصــد تودر این غلظت می

هــاي ســرطانی را در مقایســه بــا گــروه زنده ماندن ســلول
ولی این کــاهش در  ،داري کاهش دهدشاهد بطور معنی

تیمــار شــده بــا دئوکســی پودوفیلوتوکســین هــاي ســلول
ــه خــالص ــا توجــه ب ــن  مشــاهده نشــد. ب ــق ای روش تحقی

هــاي بــین تــوان از نظــر مولکــولی تفــاوتپژوهش، نمــی
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ــلول ــاي ســرطانی س ــار ه ــاره متــانلی تیم ــا عص ــده ب ش
Juniperus communis ــین  و ــی پودوفیلوتوکس دئوکس

که منجر بــه پاســخ متفــاوت ایــن دو ردة ســلولی  خالص
ــه  ــبت ب ــانلی نس ــاره مت در  Juniperus communisعص

را بررسی و ردیابی نمود.  ،شده است μg/ml 100غلظت 
ها از نظــر مســیرهاي بیــان ژنــی، توان گفت سلولمی ،اما

چنــین هاي موجود در خارج و داخــل غشــا و هــمگیرنده
نــد، کــه ایــن امــر ادهی سلولی متفاوتمسیرهاي سیگنال

تیمار شــده هاي ممکن است منجر به پاسخ متفاوت سلول
هــاي نسبت به سلول با دئوکسی پودوفیلوتوکسین خالص

در غلظت  Juniperus communisعصاره متانلی تیمار با 
μg/ml 500 ـــن ت ـــیرهاي شـــده باشـــد. ای ـــاوت در مس ف

ها، ممکن است منجر به فعال شدن دهی در سلولگنالیس
و یــا  DNAبرداري از کنندة نسخه عوامل مهار و آپوپتوز

یک ژن خاص که نقش تنظیمــی در  نمودنمنجر به مهار 
هاي سرطانی تیمار با چرخۀ تقسیم سلولی دارد، در سلول

ت شــود. تغییــرا Juniperus communisعصــاره متــانلی 
ــت ــک در غلظ ــايمورفولوژی ــا  1000و  μg/ml 500ه ب

افزایش غلظت نسبت بــه گــروه شــاهد افــزایش یافــت و 
، ترکیبساعت پس از تیمار با  24افزایش زمان نسبت به 

ــیک در  ــرات سایتوتوکس ــدید اث ــه تش ــر ب ــت منج توانس
، درصد زنــده MTTآزمون  نتایج اساس ها شود. برسلول

در  1000و  μg/ml500 هــايهــا در غلظــتمانــدن ســلول
داري کــاهش یافــت طــور معنــیهمقایسه با گروه شاهد بــ

)05/0<Pهــا در درصــد زنــده مانــدن ســلول ،چنــین). هم
وابســته بــه غلظــت و  1000و  μg/ml 500 هــاي غلظــت

مرگ یعنی با افزایش این فاکتورها، میزان  ؛باشدزمان می
کنون یابد. تــاداري افزایش میطور معنیهها بسلولو میر 

ــرات از گزارشــی ــیک  اث ــانلی سیتوتوکس ــاره مت عص
Juniperus communis هاي ســرطانی ردة بر سلولPC3 

اثــرات  وجــود ،بنــابراین .نیســت دســت در DU145 و
 Juniperus communis عصــاره متــانلییتوتوکسیک اس
گیــرد و  قــرار مــدنظر بایســتمی هاي طبیعی نیزسلول رب

چنانچــه  تــا شــود جــامان زمینــه این در بیشتري تحقیقات

 ســالم هــايســلول بــر دئوکسی پودوفیلوتوکسین خالص

 در باشــند، داشــته و سیتوتوکسیک مهاري اثرات انسانی

گیــاه دارویــی،  این هاي متفاوتاستفاده از غلظت هنگام
و همکــاران در طــی  Abdullaevشــود.  توجــه آن بــه

 دئوکسی پودوفیلوتوکسین خالصاي دریافتند که مطالعه
 ســاخت یعنــی متــابولیکی مهــم فرآینــد ســه هايتفعالی

RNA، DNA انسانی سرطانی  هايسلول در را پروتئین و
 وهمکاران Abdullaev، چنینهم. )16(کندومهارمی متوقف

 اثــر اي مشــابه دریافتنــد،در طــی مطالعــه 2003در ســال 
ــدگی ــین بازدارن ــی پودوفیلوتوکس ــالص دئوکس  روي خ

 بــراي اساس بیوشیمیایی یک تواندمی اسید سنتز نوکلئیک

باشد.  هاي توموريسلول تکثیر روي آن بازدارندگی اثر
 دئوکسی پودوفیلوتوکســین اثرات آزمایش توسط نکته این

 سیســتم یــک در DNAو  RNAســاخت  روي خــالص

 بررســی بودنــد، شــده ایزولــه هــاهســته ســلول کــه بدون

ــر اســاس مطالعــات  .)16(شــد و همکــارانش  Dufresneب
 اثــر ،دئوکســی پودوفیلوتوکســین خــالص شــد مشــاهده

 هــايندارد و مکانیســم هاي سنتزيواکنش روي مستقیم
 طورهب را دئوکسی پودوفیلوتوکسین خالص ضد سرطانی

 بــر کننــدگی ) اثر مهــار1نمودند:  بیان گونهاین خلاصه

اثر مهاري  سنتز پروتئین بر اما ،دارد DNA و RNA سنتز
دئوکســی پودوفیلوتوکســین  کنندگی مهار اثر )2 ؛ندارد

 آزاد هــايرادیکال زنجیرة و انفعالات فعل رويخالص، 
 ؛کنــدمــی پیدا ارتباط نیز اکسیدانی آنآنتی خواص به و
، دئوکسی پودوفیلوتوکســین خــالص ضد سرطانی ) اثر3

 تبــدیل رتنوئیــد بــه را کارتنوئیــدها طبیعــی صــورتبــه
دریافتنــد، و همکــارانش  Pozo-Rodríguez .)17(کندمی

وفیلوتوکســین دئوکســی پود بــا هاي توموريسلول تیمار
 سولفیدریلی داخل ترکیبات سطح در را کاهشی ،خالص
از  یکــی توانــدمــی کــاهش این کند کهایجاد می سلولی

دئوکســی سایتوتوکسیســیتی  اثــرات بــراي توضــیحات،
و همکارانش در  Lee .)18(باشد پودوفیلوتوکسین خالص

 وتوکســیندئوکســی پودوفیل ترکیب دریافتند که 2010سال 
 مــوثر یعروقــ آنــدوتلیوم رشــد فاکتور مهار در تواندمی
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 مهــار تکثیــر، موجــب رشــد، فــاکتور ایــن باشــد. مهــار

در  همبند تولید بافت و عروق تشکیل تهاجم، مهاجرت،
 تجــویز چنــینهــم. شــودهاي سرطانی مــیسلول اطراف

 مهار موجب دئوکسی پودوفیلوتوکسین خالص خوراکی
 شد مطالعه گزارش این در .دیدگر پرستات سرطان رشد

 موجــب ،دئوکسی پودوفیلوتوکســین خــالص تجویز که

 وپراکســیدس ترانســفراز، گلوتاتیون در فعالیت تحریک

  .)7(است شده دیسموتاز و کاتالاز
Shahverdi  دریافتنــد 2006و همکارانش در ســال 

 ســرطانی هــايتوسط ســلول تولیدي متالوپروتیناز آنزیم

 و هــاي ســرطانیســلول تهاجم تحریک در مهمی نقش
دئوکســی پودوفیلوتوکســین  دارد و تجویز التهاب ایجاد

 مهــار نتیجــه در و آنزیم این فعالیت مهار موجب خالص
و  Abul-Nasr .)20(دوشــمــی ســرطانی هايتهاجم سلول

دئوکســی سایتوتوکسیک  اثرات توجیه رايبکارانش هم
و ترکیبــات موجـــود در آن  پودوفیلوتوکســین خـــالص

 آن نیز از بخشی که کردند پیشنهاد مختلفی هايمکانیسم
 مســیرهاي از طریــق ســرطانی هايسلول در آپوپتوزیس القا

 .)21(باشــندمــی  P53بــه غیروابسته مسیر و P53به  وابسته
ترکیــب متــانلی دئوکســی تــوان گفــت طور کلــی مــیهب

توانــد حاوي ترکیبــاتی اســت کــه مــیپودوفیلوتوکسین 
روتد تکثیر و تقسیم ســلولی را کــاهش دهــد و بــا فعــال 

چنــین بــا آســیب هــا و هــمســلولکردن روند آپوپتوز در 
دهــی و اخــتلال در رونــدهاي ســیگنال DNAرساندن به 

شــود. تمــامی سلولی منجر به تخریب و مرگ سلولی می
هــاي ســرطانی و مطالب ذکر شده ممکن است هم در سلول

ذکــر اســت هاي طبیعی رخ بدهد. البتــه لازم بــههم در سلول
 Juniperus communisعصاره متــانلی اثراتی که  تمامی

ــی ــلولم ــد روي س ــته توان ــی) داش ــرطانی و طبیع ــا (س   ه
رابطه مســتقیم بــا غلظــت مصــرفی دارد. مطــابق بــا  ،باشد

ــ ــانلی دســت آمــده در ایــن پــژوهش هنتــایج ب عصــاره مت

Juniperus communis در غلظت μg/ml100 کــهبدون این 
دئوکســی هــا شــود، داري در ســلولمنجر به آسیب معنی

ــه کشــتن لصپودوفیلوتوکســین خــا ــادر ب ــاي لســلو ق ه
 بــراي اي رازمینــه مطالعــه این امید است سرطانی است.

 Juniperusترکیبــاتی از عصــاره متــانلی بــه  یــابیدست

communis هــايســلول اختصاصــی طــوربــه بتوانند که 

  د.آور فراهم، دهندر قرا مورد هدف را سرطانی
عصــاره متــانلی  کــه گردیــد مشخص مطالعه ایندر 

Juniperus communis هــايدر غلظــت μg/ml100 ،1000 
 داشــته DU145 و PC3هاي سلول بر سایتوتوکسیک اثر

مورفولــوژي (افــزایش انــدازة  تغییــرات و منجــر بــه
، کاهش سیتوپلاسم و پیگمانه شدن هســته) در هاواکوئل

 سایتوتوکسیک اثر کهورتیصدر ؛شودهاي سرطانی میسلول
کســی پودوفیلوتوکســین هاي تیمار شــده بــا دئوسلولدر 

 مشاهده شــد 1000و  μg/ml 500هاي فقط درغلظت خالص
این تغییرات مشــاهده  100و  μg/ml 10هاي و در غلظت

عصــاره  μg/ml100 تــوان از غلظــتمــی ،نشــد. بنــابراین
بدون آسیب رســاندن بــه  Juniperus communisمتانلی 
 و PC3ســرطانی  هــايســلولجهــت کشــتن هــا، ســلول

DU145 ماده مؤثر به کــار گرفتــه شــده در  .اده کرداستف
درمان سرطان پروســتات مســتقل از تجــویز آنــدروژن بــا 
 افزایش بیان آندروژن منجر به کاهش پیشرفت تقسیم میتــوز

 Real timeطوریکــه در گــردد. بــهو افزایش آپوپتوز می
  دهد.نسبت به کنترل افزایش را نشان می ARمیزان بیان 

  

  سپاسگزاري
ه بخشی از پایان نامه آقاي مرتضی مهــدوي این مقال

می باشد.  IR.MAZUMS.REC.95.2101با کد اخلاق 
از تمــامی افــراد کــه در ایــن طــرح کمــک و همکــاري 

  کنم.کردند تشکر و قدر دانی می
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