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 ده يچک
 یها سرطان معده از جمله سرطان. دهد ي رخ ميکي و ژنتيطيل عوامل محيباشد که به دل يا ميع در دني شايها يماري از بيکي سرطان :نه و هدفيزم
عنـوان دارو در   ان دور بـه ياز سـال  سـت، نون اييموکوي ماننـد تـا  يه ارزشـمند ي ثانويها تي متابولياه دانه که دارا ياه س يگ .ران است يا و ا  يع در دن  يشا
 سـرطان  ي سـلول ی  ردهيدانه بر رو اهي بذر سی  عصارهي خواص ضد سرطانين مطالعه بررس  يهدف از ا  . شده است  يها استفاده م   يماري از ب  ياريبس

 . بوديياه جهت استفاده دارويل بالقوه روغن بذر گيمعده و پتانس
اه دانه جنس ي بذر سي مختلف از عصاره روغنيها  با غلظتوکشت داده شد،  AGS(CRL-1739) عده مي سرطانيرده سلول ابتدا :يروش بررس
N.sativa   عـصاره توسـط تـست   ي بودن و کشندگيرات سم يسپس تاث . گرديدماري ساعت ت  ۲۴نه  ي در زمان به  MTT   بـا  يي، تـست آپوپتـوز القـا 

مـار شـده بـا اسـتفاده     ي تيهـا   در سلولVEGF-A ان ژني بيت بررسيدر نها و يتومتري و دستگاه فلوساAnnexin Vت يله کي به وسيزيآم رنگ
  .  انجام شد Real-Time PCRکيتکن

داری نسبت بـه گـروه کنتـرل     طور معنی های سرطانی را به ی بذر سياه دانه تکثير سلول نتايج به دست آمده از اين مطالعه نشان داد که عصاره     :ها افتهي
 )ميكرومـول  ۳۹ون نتايموكويي(ت های سرطانی تيمار شده با غلظ های در مرحله آپوپتوز زودرس در سلول   صد سلول  در ).≥۰۰۵/۰P (دهد کاهش می 

 را  VEGF-Aولی تيمار با اين عصاره تاثيری بر افزايش يا کاهش ميزان بيان ژن. يابد افزايش می )P≤ ۰۱/۰≥۰۵/۰ (داری طور معنی به ميكروليتر ۵/۱
  ).≤۰۵/۰P (نشان نداد

  . موثر باشدي سرطانيها  در سلوليش آپوپتوز سلولير و افزاي کاهش تکثيتواند بر رو ياه دانه مي بذر سيروغن ی عصاره: يريجه گينت
  ، آپوپتوزييدانه، رگ زا اهي ، سرطان معده، سAGS يرده سلول :یديکلواژگان 

  
 مقدمه

شود که مشخصه   يها را شامل م     يماري از ب  يسرطان گروه      
  هـا    نـشده، تهـاجم و انتـشار سـلول          مي تنظ ـ ي رشد سـلول   ها  آن
  
  
  
  
  

  
در . باشـد  يگر بدن م يه به نقاط د   يا مکان اول  ي يگاه اصل ياز جا 

   شود  يها مطرح م    يماري از ب  يعنوان گروه  اکثر منابع سرطان به   
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  و مرگ سلولي برنامه ريزي  VEGF-Aبررسي بيان ژن
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 ۲۰۰۰در سـال     نبرگيهاناهن و و  در پژوهشي كه توسط     . )۱(
هـا را مـشخص     اکثـر سـرطان  ي شش علامت اصـل   ،انجام شد 

 يهـا   امي ـجاد پ ي ا ييشنهاد کردند که کسب توانا    يها پ  آن. کردند
 ـ رشد، گري مهار يها  اميرشد خودمختار، فرار از پ     ز از مـرگ  ي

 يــيزا  نامحــدود، رگي، تــوان همانندســازي آپوپتــوزيســلول
 ـژنآ د،ي جدي خونيها  ل رگ يتشک( و متاسـتاز   ، تهـاجم )وژنزي

  . )۱(  هستنديها ضرور  سرطانيبرا
تـه و   افي توسعه   يها ر در کشور  ي مرگ و م   يسرطان عامل اصل  

. )۲( باشـد  ي در حال توسعه ميها ن عامل مرگ در کشور يدوم
دود  از ح ـ  ۲۰۰۸ در سـال     يبنابر اعلام سازمان بهداشت جهان    

مار يون بيلي م۶/۷ن زده شده، ي تخميمار سرطانيون بيليم ۷/۱۲
و انتظار ) ها  درصد کل مرگ ۱۳(اند   جان خود را از دست داده     

ت و بـالا رفـتن   ي ـش جمعيزان با توجه بـه افـزا     ين م يرود ا  يم
ون نفر در   يلي م ۱/۱۳ به حدود    يا ندهي با روند افزا   ين سن يانگيم

لون، وه، معده، کبد، ک   ي ر يها سرطان.  برسد يلادي م ۲۰۳۰سال  
 ـنه و پروسـتات ب يس ـ   زان مـرگ در اثـر ســرطان را  ي ـن ميشتري
 از  يک ـيسرطان معده   . )۳( دهند يانه به خود اختصاص م    يسال
وع در مـردان در  يباشد و از لحـاظ ش ـ      يها م  ن سرطان يتر عيشا

ن سرطان يا.  پنجم قرار داردی  چهارم و در زنان در رتبه  ی رتبه
   کـه  يطـور  باشـد بـه    يهـا م ـ   ن سـرطان  ي از مرگ آورتـر    يکي

ن سـرطان جـان خـود را از دسـت     يان به اي از مبتلا درصد ۷۵
  .)۳( دهند يم

  يمي قــديهــا د از ســلوليــ جديل عــروق خــون يتــشک
(Pre-Existing) ـيا دهيچي پ يکيولوژيزي ف ی  پروسه ي ط  نـام  ه  ب

 ـا. )۴( ردي ـگ ي، صورت م ـ  ييزا رگ ن پروسـه شـامل فعـل و      ي
کس خـارج   ي محلول و ماتر   يها ها، فاکتور  ن سلول ي ب يانفعالات
ر و مهــاجرت يــکثت باعــث تيــباشــد کــه در نها ي مــيســلول
 يها طور مشخص پروسه   هب. )۴( شود ي م يالي اندوتل يها سلول

هـا   ل بافت يها و تشک   م زخم يمنظور ترم   به يعي طب يکيولوژيزيف
 ييزا ند رگ ين فرا يهمچن. )۵( ندباش ي م ييزا ند رگ يازمند فرا ين

 ـ اوليهـا ورل تومينـد تکامـل و تبـد   ي در فراينقش مهم  ه بـه  ي

 ـ  و)۴ و۵( م داردي بـدخ يهـا  تومـور   و يـي ن رگ زاي ارتبـاط ب
 ماننـد رشـد تومـور، متاسـتاز و     ي انسان يها یماري از ب  ياريبس

  .)۴( ده استيالتهاب به اثبات رس
ژه فاکتور رشد ي رشد مختلف، به ويهاش از حد فاکتوريان ب يب

 يبروبلاسـت ي رشـد ف   يهـا  ، فـاکتور  (VEGF) يال عروق ياندوتل
عنـوان   بـه   (TGF-α)لفـا آ ي و فاکتور رشد انتقـال  (bFGF)هيپا

 ـا. انـد   عنوان شده  ييزا  رگ يها ک کننده يتحر هـا از   ن فاکتور ي
ش از حـد    يک رشد ب  ي ترشح و باعث تحر    ي سرطان يها سلول
 شوند ين م يسم پاراکر ي توسط مکان  يعيال طب يتل اندو يها سلول

 ـيفاکتور رشد اندوتل( VEGF-A ژن .)۶(  ـ بـه ) يال عروق وان عن
ان ين بيشود، همچن ي شناخته م  ييزا  رگ يمسبب و فاکتور اصل   

 مـشاهده  ي انـسان  يها  از سرطان  ين ژن در برخ   يش از حد ا   يب
 ـعنـوان     بـه  يـي زا ند رگ يدانشمندان به فرا  . )۷( شده است   کي
کننـد و تـاکنون    ي درمـان سـرطان نگـاه م ـ   يد بـرا يهدف جد 

 ي بـر رو ي خـون يهـا  ل رگي تـشک  پيرامـون  يمطالعات فراوان 
  .)۸(  متفاوت انجام شده استيها سرطان

ــ ــه معن    شــده ســلول اســتيزيــر  مــرگ برنامــهيآپوپتــوز ب
 ـا. )۹( دهد ي رخ م  يکه در جانوران پر سلول      ينـد بـرا   يآن فر ي

. باشد ي ميراز و ضروي مورد نيعي طب يها رشد و تکامل سلول   
نـد  يآصـورت معمـول توسـط فر    ها به ، سلوليعيطبط يدر شرا 

 يهـا  در سـلول    کـه  يشـوند، در حـال     يآپوپتوز دچار مرگ م ـ   
 ـر غيــدچــار تکث کــه يسـرطان    نــد ير قابــل کنتــرل شــدند فراي

 يهـا  ش از حد سلول   ير ب يتکث. شود يآپوپتوز مهار و متوقف م    
ده، کـه   ها ش ـ  ژن در دسترس سلول   ي باعث کاهش اکس   يتومور

 ـ باعـث تحر يع ـي طبيهـا  ط در سلولين شرا يا ک آپوپتـوز و  ي
شـود   ي م ـموجبخته را ير لجام گس يتکث ي سرطان يها درسلول

ند آپوپتوز  يآک فر يحرر در ت  ي درگ يها  ري، مس يطور کل   به .)۱۰(
 ـيمـس ) ۱: کننـد  يم م ـيرا به دو دسته تقـس    ـ( ير درون ر يا مـس ي

 کنتـرل   -۲BCL خانواده   ي اعضا ی لهيوسه  که ب ) ييايتوکندريم
  يري منجـر بـه نفـوذ پـذ        Bak/Bax يشـود و بـا فعالـساز        يم

 ـير ب يمـس ) ۲گردنـد،     ي م ييايتوکندري م يغشا  ـ (يرون ر يا مـس ي



   و همكاران محسن رشيد شيخ احمد
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 ـکـه ا  )  مـرگ  يهـا   رسپتور  ـ ين مـس  ي  يپوش ـ  گانـد يدنبـال ل   هر ب
 ي آغاز شده و منجر بـه فعـال سـاز     TNF خانواده   يها  رسپتور
اهـان  يگ .)۱۱ و۱۲( گـردد   ي م ـ ۳- و متعاقبا کاسـپاز    ۸-کاسپاز

هـا   يمـار ي از ب ياريهاست که به عنوان درمان بـس        سال ييدارو
 ـ تول ي برا يعنوان منبع  رند و به  يگ يمورد استفاده قرار م    دارو د  ي

 ي عـوارض جـانب    ييايمي ش ـ يهـا سه با دارو  يهستند که در مقا   
اه دانه،  ياهان جنس س  ي، گ يياهان دارو ين گ يدر ب .  دارند يکمتر

Nigella ــه ــروف ب ــاز انگيگ، مع ــان اعج ــاه ــستندي   . )۱۳( ز ه
 ـ از پ  يثين راسـتا حـد    يدر ا  امبر اکـرم نقـل شـده اسـت کـه           ي

 درمان است به جز مـرگ     ي هر درد  ياه دانه برا  يس: نديفرما يم
قـا و  ي منـاطق جنـوب اروپـا، شـمال افر       يبوماه دانه   يس. )۱۴(
 از يارياهـان در بـس   ين گ ي ـن ا يباشد و همچن   ي م ي شرق يايسآ

ــه، هنــد، پاکــستاني خاورميگــر ماننــد کــشورهايمنــاطق د   ان
ن جــنس از  يـ ـ ا.)۱۵( شــوند يز کاشــته مـ ـيـ ـه نيــو ترک

 گونه است کـه  ۱۴ يباشد و دارا ي م Ranunculaceaeخانواده
 ـ .Nigella sativ Lيـي ن گونه از لحاظ دارويتر مهم . باشـد  ي م

 مواد موجود در بذر و روغن اسـتخراج   يياز لحاظ دارو  . )۱۶(
 ي خـواص ضـد قـارچ   يدارا N. sativaاه دانه ياه سيشده از گ

 )۲۰( ي ضد سرطان)۱۹(ابت ي ضد د)۱۸( يداني اکسي آنت)۱۷(
ات را بــه ين خــصوصيــاســت کــه ا  )۲۱(ضــد التهــاب  

 موجـود در آن، نـسبت    يي دارو ی ن ماده يتر نون، مهم ييموکويتا
اه ي ـ گی د عـصاره يت شـد ير سـم يتوجه به عدم تاث  با   .دهند يم
ن مطالعـه  ي در ا،)۲۲( بدن يعيطب يها  سلولياه دانه بر رويس

 و نـوع مـرگ   يـي زا  رگي بازدارنـدگ ييت، توانا يت سم يخاص
ــايســلول ــذر گيي الق ــصاره ب ــ توســط ع  ي روN. sativa اهي
  . شد ي معده بررسي سرطانيها سلول

  
   بررسيروش 
 (AGS IBRC C10071)   معدهي سرطاني سلولی رده: مواد      

 ـN. sativa  (IBRC P1006713) اه دانهيو بذر س  ي از مرکز مل
ــا ــير ژنتيذخ ــ و زيک ــ ايستي ــران تهي ــدي ــاو. ه ش ــرم گ   يس

(FBS: Fetal bovine serum, cat No:10437028)ط ي، مح ـ
 Hams F12(cat وDMEM (cat No: 11965092)کــشت 

No:21127022)    از شرکت GIBCO  يداري ـکا خر ي کشور امر 
ــودر. شــد ــ  MTT(cat No:298-93-1)پ   گما،ياز شــرکت س

(cat No:A994.1) DMSOــرکت ــک ، Roth از شــ   تيــ
ــنتز  ــتخراجcDNA(cat No:04379012001)ســـ    و اســـ

 RNA(cat No:11828665001) از شرکتRoche آلمان، مستر 
کـون  ي از شـرکت آمپل  Real-time(cat No:A325402)کسيم ـ

 Annexin V Apoptosis Detection Kit(catدانمــارک و 

No:88-8005-72) از شرکت Bioscience ديه گرديکا تهي آمر .  
ــدا   ــ۴۰ابت ــذر  س ــرم ب ــر ي گ ــتگاه کرانچ ــط دس ــه توس   اه دان

(Retsh MM301)    خرد و به صورت پـودر در آمـده و سـپس 
 دسـتگاه  ی هليبـه وس ـ ) درصـد  ۹۶الکل  (يالکل يريعصاره گ

 يبـرا .  هـشت سـاعت انجـام شـد        ي هفت ال  يسوکسله در ط  
 عصاره و خارج کردن الکل از عصاره از دستگاه  يخالص ساز 

 بـار و  يلي م۱۵۰با فشار ) Buchi rotavapor R200( خلا ساز
  بعـد از دو سـاعت   . گراد استفاده شـد    ي سانت ی  درجه ۵۰ يدما
 ـ   ي روغن ی تر عصاره يل يلي م ۸  ـا. ت آمـد  دس ـه   بدون الکل ب ن ي

ل و آمـاده اسـتفاده      ي استر ۲/۰لتر  ير هود توسط ف   يعصاره در ز  
   .شد
 بـا   Ham’s F12ط کشتي شده در محيداري خري سلولي رده

FBS ۱۵   درصـد  ۸۰ها   که سلوليزمان. کشت داده شد  درصد 
نه شـده و سـپس      يپـس يهـا تر   فلاسک را پر کرده بودند، سلول     

در .  بلو انجام شد   پاني زنده توسط رنگ تر    يها شمارش سلول 
ن ي خانه منتقل شـدند، بـد  ۹۶ يها تيها به پل ن سلوليت ا ينها
 هـزار  ۱۰ خانـه، تعـداد   ۹۶ت ي ـب که در هر چاهک از پل      يترت

ــلول از رده ــلولی س ــا  AGS ي س ــده ب ــد ۲ مع    وFBS درص
  هــا هفــت  بــه ســلول. ختــه شــدنديط ريتــر محــيلکروي م۲۰۰

ــسبند     ــک بچ ــه فلاس ــه ت ــا ب ــد ت ــت داده ش ــاعت فرص   وس
 ـاز تا پـس . اورنـد يدسـت ب ه  مناسب خود را بيفولوژرمو د يي

دن ســلول هــا بــه تــه فلاســک توســط ي و چــسبيمورفولــوژ
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ــشاهده ــکوپي می م ــلوليکروس ــصاره  ، س ــا ع ــا ب ــی ه   اه ي س
مـار قـرار   يتر مـورد ت يکروليم ۵/۱، ۳، ۵و ۷ يها دانه با غلظت

  ي توســط دســتگاه اســپکتوفتومتريريــگ طبــق انــدازه.گرفتنــد
(Specord 210,Analytik) نانومتر هر کدام ۲۵۴ در طول موج 

کرومولار ي م ۱۸۲ و   ۱۳۰،  ۷۸،  ۳۹ يب دارا يها به ترت   از غلظت 
 انجام يش با سه تکرار و دوبار متواليآزما. نون بودند ييموکويتا
، بعد از گذشـت  ي سلولين بقايي جهت تع .)٢١ و٢٣( رفتيپذ
گـرم    ميلي۵تر از محلول    يلکروي م ۲۰ ساعت به هر چاهک      ۲۴

هـا سـه سـاعت در     ، سلول)۲۴(  اضافه شده MTT ليتر بر ميلي 
و   شـده يط خـال يسپس کل مح. ن ماده قرار گرفتنديمعرض ا
بلافاصـله جـذب   . ها اضافه شـد   به چاهک DMSOهم حجم

ــدازه۵۸۰هــا در طــول مــوج   نمونــهينــور ــانومتر ان ــگ  ن   يري
عنـوان عامـل رگ      بـه  VEGF-Aان ژن   ي ب ي بررس منظور به .شد

 هزار ۲۰۰در هر خانه (  شش خانهيها تيها در پل  ، سلول ييزا
 يدست آوردن مورفولوژ  ه  کشت داده شدند و بعد از ب      ) سلول

  اهي مناسـب از عـصاره بـذر س ـ   يهـا  ها با غلظت  مناسب سلول 
 ـ    بعـد از  . مـار شـدند  ي قبـل، ت ی دسـت آمـده از مرحلـه      هدانه ب

  ج حاصـل از تـست     يبـر اسـاس نتـا     ( ساعت   ۲۴ن   شد يسپر
MTT( فوژ جـدا   ينه شـده و بـا انجـام سـانتر         يپسيها تر  ، سلول
 ـ بـا اسـتفاده از ک   RNAاستخراج. شدند  محـصول   Rocheتي

ده از ابـا اسـتف  Real-time PCR آزمون . کشور آلمان انجام شد
 cDNA نـانوگرم    ۱۰۰،  )۱ جدول( ها مريکومولار از پرا  ي پ ۵/۲

 به مدت ۶۲ اتصال   يتر با دما  يکرولي م ۱۰ ييم نها الگو در حج  
 ـ   ه ب β-actin از ژن . رفتيه انجام پذ  ي ثان ۳۰  يعنوان کنترل داخل

ز و ي آنـال Rest2009افـزار   ج حاصل توسط نرم   ينتا .استفاده شد 
  .ديافزار اکسل رسم گرد ها در نرم نمودار

  

  Real-time PCRند ي استفاده شده در فرايمر هاي پراي توال:۱جدول 
β-actin  VEGF-A    

F CCTGGGCATGGAGTCCTGT  
  

ATCTCCTTCTGCATCCTGTCG  

AACTTTCTGCTGTCTTGGGTG 
 

ATGTCCACCAGGGTCTCGATT R  
152 bp 179 bp PCR 

product  
 

اه دانـه در    ي بـذر س ـ   ی ر عصاره ي تاث يت به منظور بررس   يدر نها 
 ـ قبـل در پل    ي  ها هماننـد مرحلـه     ، سلول يمرگ سلول    يهـا  تي

 شـدن زمـان   يبعـد از سـپر  . مار شـدند يخانه کشت و ت  شش  
 Annexin V Apoptosisنه شـده و بـا  يپـس يها تر مار، سلوليت

Detection Kit  محـصول شـرکت Bioscience کـا رنـگ   ي آمر
 و  PBSها بـا      اول سلول  ی  که در مرحله   يطور  به ند شد يزيآم

Binding Buffer 1Xها رسـوب    شستشو داده شده و از سلول
 ۱۰۰ رســوب داده شــده در يهــا  لســپس ســلو ،گرفتــه شــد

 تـر يکرولي م۵در ادامه .  حل شدBinding Buffer 1Xتر يل کرويم

ها  د و سلويها اضافه گرد ن سلوليبه ا  FITC-Annexin5رنگ

ــدت  ــه م ــ۱۰ب ــاي دق۱۵ ي ال ــه در دم ــاق يق ی   درجــه۲۵( ات
ها را رسوب      لسپس سلو . دندي با رنگ انکوبه گرد    )گراد سانتي
 ـ خارج گرد  ييع رو يو ما داده    ۲۰۰هـا دوبـاره در       د و سـلول   ي

ــول يلکرويم ــر محل ــدBinding beffer 1Xت ــل ش  ۵ و ند ح
ک بـه محـل   يط تاريد و در مح   ي اضافه گرد  PIتر رنگ   يلکرويم

واقـع در   يتومتري و با دستگاه فلوسـا     ند انتقال داده شد   يبررس
 يهـا   در سـلول   يزان مـرگ سـلول    يان، نوع و م   يپژوهشگاه رو 

ز و يمـار شـده آنـال   ي تيهـا  و سلول) ماريسلول بدون ت ( کنترل
 SPSS افـزار  دست آمده با نرم    هج ب ي نتا ی هيکل. ديمشخص گرد 

  . دي رسم گرد Excelافزار ها توسط نرمز و نموداري آنال۲۲نسخه 
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  ها  افتهي
  بـر   N. sativaت عـصاره  يج حاصل از سمي نتايدر بررس     

ــلولی  ردهی بقـــايرو    مـــشاهده شـــد(AGS)  معـــدهي سـ
ــه در ت ــدار يک ــا مق ــار ب ــول ۳۹( م    )Thymoquinone ميکروم

 ـ   درصـد سـلول  ۵۰بـا  ياز عصاره تقر ميکروليتر   ۵/۱   ن يهـا از ب
 کنتـرل  يهـا   را نـسبت بـه سـلول       يروند و تفاوت معنادار    يم
 ـدر نها . کنـد  يجاد م يا  ـ ت  ي   مـاره شـده   ي ت يهـا  ن غلظـت  ياز ب

 ـترت تر که به  يکرولي م ۷ و   ۵،  ۳،  ۵/۱   ، ۳۹،۷۸ غلظـت    ياب دار ي
  

ــاي م۱۸۲ و ۱۳۰ ــولار تـ ــدييموکويکرومـ ــت،نون بودنـ    غلظـ
اگرچـه  . دي ـن گرد يـي تع  IC50تر به عنوان غلظـت      يکرولي م ۵/۱
 ـ بـالاتر ب   يهـا   در استفاده از مقـدار     يزان کشندگ يم شتر شـده   ي
تـر  يکرولي م۷  و۵، ۳ ي، امـا در مقـدارها   )درصـد  ۸۰ش از   يب(

توان  يج م ين نتا ياز ا . رند را نسبت به هم ندا     يدار يتفاوت معن 
ر سـه تـا هفـت      ي عـصاره در مقـاد     يبرداشت کرد که کـشندگ    

 ـتر وابسته بـه مقـدار اسـتفاده شـده از عـصاره ن             يکروليم ست ي
  .)۱نمودار (

  
  

  اه دانهي بذر سی  متفاوت از عصارهيها مار با غلظتي بعد از تAGS ي رده سلولی درصد بقا:)۱نمودار 
هاي متفاوت از  درصد بقای سلولي در تيمار با غلظت: ی بذر گياه سياه دانه    محور عمودي فاوت از عصارههاي مت تيمار: محور افقي

دار   وجود اختلاف معنيي نشان دهنده ***  و)P≤ ≤ ۰۰۱/۰ ۰۱/۰ (دار ی اختلاف معني  نشان دهنده**(  ی بذر گياه سياه دانه عصاره
  )>P ۰۰۱/۰( باشد با گروه کنترل مي

  

 
ها کشت داده شده و بعـد از تاييـد مورفولـوژي          سلول نخست

بعد از  . ی بذر سياه دانه تيمار شدند      ها، با عصاره    مناسب سلول 
 MTTهـا توسـط آزمـايش         ی سـلول  ياگذشت زمان مقرر، بقا   

صورت سه بار تکرار بود و با اسـتفاده         آزمايش به . ارزيابي شد 
 ـSPSS در نـرم افـزار   one way anova-tukeyاز تـست   ورد  م

 ـ ب ي بررس ـ يبـرا  .آناليز آماري قرار گرفـت      VEGF-Aان ژن   ي

ر ي تـاث يها با سـه غلظـت از عـصاره، بـه منظـور بررس ـ           سلول
 نون موجـود در عـصاره     ييموکوين تا ييمتفاوت غلظت بالا و پا    

تر  نييو پا ) نون بالا ييموکوي تا يدارا( ، غلظت بالا  IC50غلظت  (
  قبل، ی از مرحله حاصل  ) نيينون پا ييموکويتا(  IC50از غلظت   

 اسـتخراج  RNAمـار شـده    ي ت يهـا   از سـلول  . دنـد يمار گرد يت
 ـ بReal-timeو بـا انجـام تـست      ) ۱شـکل   ( ديگرد هـا   ان ژني
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ر عصاره بـذر  يج حاصل از تاث ي نتا ی در مشاهده . ديسه گرد يمقا
چ يد کـه ه ـ ي، مشاهده گرد VEGF-Aان ژني بياه بر روين گيا
 ـ کاهش   ييان بذر توان  ي عصاره ا  يها ک از غلظت  ي ش يا افـزا  ي

ــيــان ايــب ــه صــورت معن  )<۰۵/۰P (دار را ندارنــد ين ژن را ب
  .)۲نمودار (

  

  
 

   مار شده با ي تيها سلول) ۱    درصد۱ ژل آگارز يمار شده و کنترل بر روي تيها  سلولو استخراج شده  RNA:۱ شکل
 ۵/۱ ميكرومول تايموكويينون ۳۹ مار شده باي تيها لولس) ۲دانه  اهي عصاره بذر س ميكرو ليتر۱)  ميكرومول تايموكويينون۲۶(

 استخراج RNA) ۴  دانه اهي از عصاره بذر س ميكروليتر۳ ) ميكرومول تايموكويينون۴۸ (مار شده باي تيها سلول) ۳از عصاره ميكرومول 
  )ماري بدون تيها سلول(  کنترليها شده از سلول

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  

   تستي لهي به وس VEGF-Aان ژنيزان بي مياه دانه به منظور بررسي بذر سی  با عصاره AGSي سلولی مار ردهي ت:۲نمودار 
Real-time PCR .هاي متفاوت تيمار شده از عصاره بذر و ميزان تايموکويينون موجود در آنها  غلظت:  محور افقي  

  .VEGF-Aميزان بيان ژن : محور عمودي
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صـل بـه وسـيله      صورت سه تکرار بـوده، نتـايج حا        ها به  تست
ی تست  هاي آماري به وسيله بررسي. فرمول ليواک بررسي شد   
one way anova-Tukeyافزار  نرمSPSS که در ، انجام پذيرفت 
دار افـزايش يـا    ها به صـورت معنـي       نهايت هيچ کدام از نمونه    
   ،)≤P ۰۵/۰(  نـشان ندادنــد VEGF-Aکاهـشي را در بيـان ژن   

اه دانه به   ي بذر س  ي  ز عصاره ا IC50ها با غلظت     لت سلو يدر نها 
ج حاصل از تـست آپوپتـوز،   ينتا. مار شدندي ساعت ت ۲۴مدت  

  ) ميكرومــول تــايموكويينون۳۹ (دهــد کــه غلطــت ينــشان مــ

 يمـرگ سـلول  ي  القـا  يي بذر توانـا   ي  تر از عصاره  يکرولي م ۵/۱
 ـدهد که ا يش مي درصد افزا۵ زاني شده را به م يزيبرنامه ر  ن ي

مـار  ي بـدون ت  يهـا  پوپتـوز در سـلول    زان آ يش نسبت به م   يافزا
 هدست آمـد   هشکل ب ). ۳نمودار  ( ≥P) ۰۵/۰( باشد يدار م  يمعن

ــا  ــتگاه فلوس ــ نيتومترياز دس ــزا ي ــشان از اف ــوزيز ن   ش آپوپت
 ـ، د(Early Apoptosis) زودرس  و (Late Apoptosis) ر رسي

 دهـد  ي نـشان م ـ   يف ـي را به صورت ک    (Necrosis)زان نکروز يم
  )۲ شکل(

 
 ي براannexin-V FITC PIت ي با کي بذر و بررسي ها با عصاره مار سلوليبعد از ت  يتومتري از دستگاه فلوسايافتير دريصوت: ۲شکل 

  اه دانهي بذر سي روغني مار شده با عصارهي تيها سلول) ب)     ماريبدون ت(  کنترليها سلول) مار شده الفيسلول کنترل و ت
   آپوپتوزي  وارد شده به مرحلهيها  سلول:)LR رشد   يعي موجود در مرحله طبيها سلول: روليتر ميك۵/۱) ميكرومول تايموكويينون۳۹

 وارد يها  سلول)UL– (Late  apoptosis) ري آپوپتوز با تاخي  وارد شده به مرحلهيها سلول :)UR -  (Early apoptosis) زودرس
   نکروزي شده به مرحله
  



  و مرگ سلولي برنامه ريزي  VEGF-Aبررسي بيان ژن

 ١٣٩٦  آبانر وهم, ١١١ ي شماره, ٢٥ي  ره شگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دوي علمي، پژوهشي دان مجله

22 

  
 :ياه دانه محور افقي بذر سي از عصاره)  ميکروليتر۵/۱( تايموكويينون TQ ميکرومول ۳۹(غلظت  با  AGSيها مار سلولي ت:۳نمودار 

  يدار ي نشان دهنده معن*. (ي و فاز مرگ سلوليعيها در فاز طب زان سلولي م:ي محور عمودي متفاوت مرگ سلوليها  و فازيعيفاز طب
)۰۵/۰ P≤ ≤ ۰۱/۰ دار  يصورت معن مار شده در مرحله آپوپتوز زود رس بهي تيها در سلولزان آپوپتوز يطبق مشاهدات م ).باشد يم
 يها ا کاهش آپوپتوز در سلويا يش ي در افزايدار ي تفاوت معن،ري، در مرحله آپوپتوز با تاخ)P≥  ≥ ۰۵/۰ ۰۱/۰ (دا کرده استيش پيافزا

   .≤P) ۰۵/۰ (مار شده وجود ندارديکنترل و ت
 

  بحث
اه ي بذر س ـي ر مختلف عصاره ي مقاد در پژوهش حاضر، اثر        
 سـرطان  ي رده سـلول يبر رو) تريکروليم ۷  و۵، ۳، ۵/۱(دانه 
 ـارز.  شدي بررس (AGS)معده هـا توسـط     سـلول ی بقـا يابي
تـر از   يکروليم ۵/۱غلظـت   كـه   ، مشخص کرد    MTTش  يآزما

ش يباعث مرگ ب  ) نونييموکويتاميکرومول   ۳۹معادل  (عصاره  
ش يبا افزا. شود يکنترل مگروه  ها نسبت به سلولدرصد  ۵۰از  

 ۳ابــد امــا از غلظــت ي يش مــي افــزاير کــشندگي تــاث،غلظــت
 ـبـه بعـد ا    ) نونييموکوي تا  ميکرومول ۷۸معادل  (تر  يکروليم ن ي

 ـدار ن  يش معن يافزا  ي  ر دارو در محـدوده    ين تـاث  يست و بنـابرا   ي
 در  ينوع مـرگ سـلول    . باشد يش شده، وابسته به دوز نم     يآزما

ــر يکرولي م۵/۱ غلظــت ــن ) IC50غلظــت (ت .  شــديز بررســي
مار عصاره باعث کـاهش  يدست آمده نشان داد که ت   ه ب يها داده

 ـ). MTTش  يآزمـا (شـود    ي م ـ ي سلول یدار بقا  يمعن ن يهمچن
طــور  هز بــيــ آغــازگر آپوپتــوز را نيهــا مـار، درصــد ســلول يت

 يها  آپوپتوز در سلوليدهد اما مقدار کل يش مي افزايدار يمعن
 ـ     يهـا  ولمار شده بـا سـل     يت  نـشان   يدار ي کنتـرل تفـاوت معن

اه يبـات موجـود در س ـ  ين ترکي بودن ا  يت سم يخاص. دهد ينم
 يهــا  ردهيبــر رو) نونييموکوي تــاينون و دييموکويتــا(دانـه  
د شـده اسـت   يي ـش قرار گرفته و تاي مختلف مورد آزما  يسلول

 ـي م  بر کروگرمي م ۱۰۰ ي ال ۵۰ که مقدار    يطور به. )۲۵( تـر  يل يل
 Tت ي، لنفوس (Hep G2)ي کبدي سرطانيها  سلولي در رده

(Molt 4)چه موش ي، ماه(Wehi 164)کلون ،(Sw 620)  
کـه   برد ين ميها را از ب  سلولي تمام(J82) مثانه يو رده سلول 
 ـ ا يت بـالا  ي سـم  ي  نشان دهنده   يهـا   ردهين عـصاره بـر رو  ي

اهان ين گي ا ي  ن حال عصاره  يدر ع . )۲۶(  مختلف است  يسلول
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 يالي انـدوتل يع ـي طبيهـا   سلولي را بر روينييار پا يت بس يسم
 يشات صـورت گرفتـه رو  ي ـب به اتفـاق آزما    يقر. )۲۶(دارند  

 ـ کليا حتي و  ي از جمله خواص ضد سرطان     يخواص درمان  ه ي
 بـوده و  N. sativaدانـه بـر گونـه     اهي سيبوکريصفات ضد م

ن ي ـن اثـرات بـه ا  ي اي هينون باعث شده که کل ييموکويوجود تا 
 (PCD)شده  يزير مرگ برنامه . )۲۷(. ب نسبت داده شود   يترک

 ي و بقـا   ي و در تعادل بـودن مـرگ سـلول         يستازمئوباعث هو 
 ـر  مرگ برنامـه  . شود  ي م يعي طب يها   در سلول  يسلول شـده   يزي

 ي بـاز ي سـرطان  يهـا    در سرنوشت سـلول    يار اساس ينقش بس 
 ـ ن و ي کـه توسـط محمـود الحـس    يا در مطالعـه . )۲۸( کنـد  يم

 ی القايکيرفت، نقش تحري انجام پذ۲۰۱۰همکارانش در سال 
 ـ لوکميهـا   سـلول ينون بـر رو ييموکويآپوپتوز توسط تـا    ا از ي

ــطر ــا ق ژني ــشخص گردP73 و P53 يه ــ م ــار يد، در تي م
ــا ســلول ــهــا ب کرومــولار، درصــد ي م۱۰۰ ي غلظــت صــفر ال
دا کـرده  يش پي افزا درصد ۱۰۰ از صفر تا     ي آپوپتوز يها  سلول

ــت ــ. )۲۹( اس ــهيهمچن ــال يا ن مطالع ــر رو۲۰۰۴ در س  ي ب
 یدهنـده القـا   رفت کـه نـشان    ي کلورکتال انجـام پـذ     يها  سلول

ن يدانه بر ا   اهيه س ايشده از گ    استخراجكولوركتال  آپوپتوز توسط   
 ـباشـد، ا    يها م   سلول  هـدف   يهـا mRNAمـار، مقـدار     ين ت ي

 ـ ي افزا p21 و P53مربوط به     Bcl-2 ن مقـدار ژن يش و همچن
 بـر  ۲۰۰۵ که در سـال      يا  طبق مطالعه  .)۳۰( دهد  يرا کاهش م  

 ـمـار ا يرفت، تي انجـام پـذ  HL-60ا ي لوکميها   سلول يرو ن ي
نون باعث رخداد ييموکويکرومولار تاي م۱۰۰ ها با غلظت سلول

 ـ گرد ي و ژنوم  يکيآپوپتوز، از لحاظ مورفولوژ     ـمـار ا  يت. دي ن ي
نون، باعـث   ييموکويکرومـولار از تـا    ي م ۱۰۰ها با غلظت     لسلو
در . )۳۱( باشـد  يهـا م ـ     آپوپتوز در سلول   درصدی ۷۰ش  يافزا

آپوپتــوز زودرس و (  آپوپتــوزي حاضــر، مقــدار کلــی مطالعــه
مـار شـده تفـاوت    ي کنتـرل و ت يها ر سلولد) ريآپوپتوز با تاخ  

 ـيمطالعـات تکم  .  نسبت به هم ندارنـد     يدار يمعن  از جملـه    يل
تواند جهـت    يند آپوپتوز، م  ير در فرآ  ي درگ يها ان ژن ي ب يبررس
  درصد۹۰نکه مسئول يبا توجه به ا .ق راهگشا باشديح دقيتوض

 ـزا بـودن   هـا مربـوط بـه رگ    ر حاصل از سرطانيوم  از مرگ  ا ي
ار ي، بس)۳۲( گزارش شده است يک بودن بافت سرطانيتمتاستا

 يهـا   بافـت يـي ت است کـه بتـوان از رونـد رگ زا      يحائز اهم 
ن منظـور   يبـه هم ـ  .  کرد يريگر جلوگ ي د يها  فت به با  يسرطان

مار شده با غلظت ي تيها  در سلول  VEGF-Aان ژن   يرات ب ييتغ
.  شـد ي بررس ـReal time PCR مختلف عصاره با روش يها
 ـان ا يج حاصل نشان داد که ب     ينتا مـار  ي تيهـا  ن ژن در سـلول ي

 ـ کنتـرل تغ يها سه با سلول يشده در مقا    ـيي  نکـرده  يدار ير معن
رفتـه اسـت،    ي انجام پذ  ينه مطالعات فراوان  ين زم يدر هم . است

 ـ    يشي ـهمچنان کـه در آزما      انجـام  ي کـه بـه صـورت درون تن
 ـنون از طر  ييموکويرفته است، گزارش شده است که تـا       يپذ ق ي

 ـکـاهش رونو   در يـي  باعـث مهـار رگ زا   VEGF-Aژن يسي
Zebra fishــ ــه ا  ي م ــود، ک ــش ــصه دلي ــن مشخ ــي  يل معرف

 ـعنـوان    نون به ييموکويتا  .)۳۳( اسـت    يده ضـد سـرطان    ه مـا  ي
ــ ــال يهمچن ــه۲۰۱۲ن در س ــارهيا  مطالع ــار ي  درب ــر مه  ي اث

 يها  بافتيي و رگ زا  ي مهار رشد سلول   ينون بر رو  ييموکويتا
ار ي بـس يت مهار رشد سلوليرفت، که در نها يام پذ  انج يسرطان

ن ي ـج ايعنـوان نتـا    بـه VEGF-Aن يزان پروتئي و کاهش م   يقو
گـر کـه توسـط     ي د يشي در آزما  .)۳۴( مطالعه گزارش داده شد   

رفت، مـشاهده شـد کـه       ينگ فانگ و همکارانش انجـام پـذ       يت
ــر مهــارييموکويتــا ــر روينون اث ــي رگ زاي ب  يهــا  ســلولي

 يــيزا  و باعــث مهــار رشــد و رگد داري بنــد نــافياليانــدوتل
 ـ  يوش پروستات م  ي سرطان يها  سلول  و ي به صـورت درون تن

 ـ   تعـدد عليـرغم    .)۳۵( شود ي م يبرون تن     بـر   ي گزارشـات مبن
 بذر ي  عصارهينون استاندارد، ول ييموکوي تا يير ضد رگ زا   يتاث
 کــاهش يينون توانـا ييموکوياه دانـه بــا وجـود داشـتن تــا   يس ـ

ت يل سـم  ين موضوع را به دل    يد بتوان ا  ي ندارد، که شا   ييزا رگ
 (AGS)  معـده  يهـا رده سـرطان      سلول ين عصاره برا  ي ا ييبالا

 و يع ـيبـات طب ياسـتفاده از ترک  امـروزه بازگـشت بـه       . دانست
ش ي رو بـه افـزا  ي در جوامع بـشر  ياهي گ يخصوص داروها  هب

 درمـان   ي کـه امـروزه بـرا      يبـات ي درصد ترک  ۶۰ش از   يب. است
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 ي هستند که از منـابع     يعيبات طب يشوند ترک  يسرطان استفاده م  
 ـ گ يداروها. )۳۶(ند  يآ يدست م  هاهان ب يمانند گ   معـروف   ياهي

ز در درمـان    ي ـن امروزه ن  يستين کر ين و و  ين بلاست يتاکسول، و 
 ـبـات گ ي از ترکياريروند و تعداد بـس   يکار م  هها ب  سرطان  ياهي

. )۳۷( قـرار دارنـد      يک ـينيش کل يز در مراحل پ   ي ن يضد سرطان 
ر، يــ اخيهـا   کـه در سـال  ياهيــبـات معـروف گ  ي از ترکيک ـي

 ـي شده و نيران، معرفيخصوصا در ا  هـا موجـود    هز در داروخان
مـاده مـوثره زرد چوبـه       ) نينا کورکـوم  يس ـ(ن  ياست، کورکوم 

توان از  ينم) نيمانند کورکوم ( از موارد    ياگرچه در برخ  . است
   اسـتفاده کـرد،    يعنـوان روش درمـان اصـل       ه ب ياهيبات گ يترک
  عـلاوه . )۳۸( دارنـد    يا ژهي ـگـاه و  يعنوان طب مکمل جا    هاما ب 
 با در نظـر گـرفتن       يياهان دارو ي از گ  يکاربرد درمان  ن در يبر ا 

م به استفاده از عصاره     ي تصم ، بات موثره ي ترک ييافزا خواص هم 
 ـ تک ترکي دارواي ياهي گيکل دارو  اه ي ـب مـشتق شـده از گ  ي

ــيدارو ــاي ــل داردي ج ــصوص گ.  تام ــان دارويدر خ ــياه   ي
 اسـتاندارد   يد بر رو  يق، علاوه بر تاک   ين تحق ي شده در ا   يمعرف
 ي  بـات مختلـف در عـصاره      ير ترک ي و در نظر گرفتن تاث     يساز

 ـقات ب ياه، تحق يک گ ي    ي در مـورد چگـونگ     يشگاهي ـشتر آزما ي
 يهـا  ر بـر انـدام  ي، تـاث ياخـل سـلول   ديرهاي مـس ير بر رو  يتاث

 ـ بـزرگ مـدل ح     يهـا  تي ـمختلف و مطالعـات در جمع        يواني

ــت     ــروري اسـ ــي ضـ ــيش کلينکـ ــات پـ ــت مطالعـ   .جهـ
  
  يريجه گينت

 ي روغن ـي  د کـه عـصاره    يج حاصل مشخص گرد   ي طبق نتا     
 ي رشـد و هماننـد سـاز   يرو برير بازدارندگياه دانه تاث يبذر س 

 ـبـه صـورت      AGS ي سـرطان  يها رده سلول  دارد  يـي دار يمعن
)۰۵/۰P≤( ،ــ ــن ايهمچن ــدگي ــدار ين بازدارن ــه مق ــسته ب    واب

(Dose Dependent)ج حاصـل از يدر نتا. باشد ي نمReal Time 

PCR    ان ژن  ي کاهش ب  يي توانا ي روغن ي   مشاهده شد که عصاره
VEGF-Aــ.  را نـــدارد ج حاصـــل از ي بـــر طبـــق نتـــايولـ

زان يش م يک و افزا  ي تحر يي توانا ي عصاره روغن  يتومتريفلوسا
 ـ برنامه ريمرگ سلول   يهـا  را در سـلول ) آپوپتـوز (  شـده يزي

  ).≤۰۵/۰P (باشد يمار شده را دارا ميت
  

  يتشکر و قدردان
 ـ ارشـد نو   يان نامه کارشناس  ي از پا  ين مقاله قسمت  ي ا     سنده ي
.  اســتIR.NIGEB.EC.1395.4.1.E:  بــا کــد اخــلاق  اول
ست يــک و زيــ ژنتي مهندســيسندگان از پژوهــشگاه ملــيــنو

 تـشکر و  ،ن پژوهشيلات ا يل فراهم آوردن تسه   يدله   ب يفناور
  .کنند ي ميقدردان
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Background and Objective: Cancer is a prevalent disease that occurs due to genetic and environmental 

factors. Gastric cancer is one of the most common cancers around the world and also in Iran. N. sativa has 

been used as a drug in the treatment of many diseases owing to its valuable secondary metabolites such as 

thymoquinone. In this study, the anti-cancer properties of black seed extract on gastric cancer cells was 

studied and the seeds oil was evaluated for possible drug use. 

Materials and Methods: Stomach gastric adenocarcinoma (AGS) cell line was cultured and treated with 

various concentrations of N. sativa seed soil for 24 hours. Consequently the cytotoxic effect of the extract on 

the cell line was determined using MTT assay while the rate of apoptosis was determined by Annexin V and 

Flow cytometry and finally, VEGF-A expression was determined by Real-Time PCR.    

Results: Black seed oil treatment significantly reduced cancer cell proliferation compared to control cells. 

This treatment also led to an increased rate of programmed cell death. however, black seed oil treatment had 

no effect on the expression of VEGF-A.    

Conclusion: Extract of black seed has a positive impact on reducing proliferation and elevating apoptosis in 

cancer cells. 
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