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 مقاله پژوهشي 

   A2780 يسلول دودمان يرو بر Artemisia absinthium يعصاره متانول تيسم ثرا يبررس
  يآپوپتوز يهاژن انيب سطح راتييتغ) و يتخمدان انسان سرطان(

  
 ٣يآبادشاهرخيجه نژاد خد ،*٢، جواد بهارآرا١فرجامسعيده خدنگ نيک

 
  02/04/1400تاریخ پذیرش  11/01/1400تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

 باشند؛مي يييكي از پركاربردترين گياهان دارو Artemisiaجنس گياهان . هستزنان در ميان  عيرطان شاس نيسرطان تخمدان سوم :هدف و زمينهپيش
Artemisia absinthium متانولي عصارهارزيابي اثر سميت سلولي و توانايي القاي آپوپتوز  باهدفمطالعه حاضر  .تجنس اس نيمهم ا هايگونه از A. absinthium 

  انجام گرديد. )انساني (سرطان تخمدان A2780 يدودمان سلولدر 
بر  A. absinthiumعصاره  يتوتوکسيکاثرات س يبررس يبرا A. absinthium يعصاره متانول يهپس از ته آزمايشگاهي-يپژوهش تجرب يندر ا کار: مواد و روش

 A. absinthiumبا عصاره  يمارتحت ت هايسلولآپوپتوز در  يالقا ييوانات يبررس ياستفاده شد؛ برا MTTاز آزمون  A2780رده  يسرطان هايلوسل يرتکث يرو
 Real-time فن" با BAX, Caspase 3,9, p53" يآپوپتوز هاينژ يانب يزاندر م ييراتاستفاده شد؛ تغ يتومريفلوسا يزو آنال DAPI يزيآمرنگ هايروشاز 

PCR يحاصل توسط آزمون آمار يکم هايهشد. داد يبررس "ANOVA يداريمعن" در سطح "p< 0.05يدگرد يل" تحل.  
) p>۰۰۱/۰***( وابسته به غلظت صورتبهرا  A2780 يسرطانهاي سلولتکثير ، A. absinthium متانولي نشان داد که عصاره MTTحاصل از آزمون  جينتا ها:يافته
بود.  يماريت هايدر گروه کيآپوپتوت هايدرصد سلول شيدهنده افزانشان يتومتريلوساف زيآنال جيو نتا DAPIحاصل از روش  کيمشاهدات مورفولوژ کند،يمهار م
) در p>۰۰۱/۰***(و  )p>۰۱/۰**( يداريمعندر سطح " BAX, Caspase 3,9, p53"ي آپوپتوز هايژن انيب شيدهنده افزانشان time PCR-Real ي نتايجبررس
  بود. يماريت هايگروه

و باعث  کنديرا مهار م A2780رده  يسرطان هايسلول ير، تکثA. absinthium يپژوهش نشان داد که عصاره متانول ينحاصل از ا جينتا گيري:بحث و نتيجه
  شود.ها ميسلول ينآپوپتوز در ا يالقا

 Artemisia absinthiumسرطان تخمدان، آپوپتوز،  :هاکليدواژه
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  مقدمه

ســت ا تعددم يکيژنت راتييتغ با دهيچيماري پيب کي ســرطان
ده يبافت د يعيرطبيغرشد  يهاشکلر يا سايکه به شکل تومورها و 

بت به نس ييار بالاير بسيتکث ييتوانا يسرطان يهاسـلول شـود؛  يم
مجاور حمله کنند  يهابافتتوانند به يمدارند و  يعيطب يهاسلول
دورتر متاسـتاز دهند، سرطان   يهااندامو  هابافتق به ين طريو از ا
در ســراســر جهان  ريوممرگن عامل يدوم يقلب يهايماريباز بعد 

 ۳/۱۹ ،۲۰۲۰در ســال  هاگزارش نيدتريجد بر اســاس. )۱(اســت 
                                                             

 مشهد، ايران ،يشناسي، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلام ستزيگروه  ١

 مسئول)  سندهيمشهد، ايران (نو ،يواحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلام ،يجانور نيشناسي و مرکز تحقيقات بيولوژي كاربردي تکو ستيگروه ز ٢
 مشهد، ايران ،يشناسي، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلام ستيگروه ز ٣

ــرطان و ابتلا به  ديمورد جد ونيليم ــ ونيليم ۱۰س از  يمرگ ناش
سـرطان در سـراسـر جهان گزارش شـده اسـت؛ برآورد شده است      

 ۴۰/۲۸ه حدود ب ۲۰۴۰تا سال  د ابتلا به سرطانيگزارش موارد جد
ــرطــان دوم راني). در ا۲برســــد (نفر  ونيليم گروه بزرگ  نيسـ
مرگ پس از  عيت شـــاعلّ نيمزمن و ســـوم ريواگ ريغ يهايماريب
  .)۳( هست يعيطب يهادهيپد ري، حوادث و سايقلب يهايماريب

زنان پس از ان يدر م عيسـرطان شا  نيسـرطان تخمدان سـوم  
، ســـرطان حالنيبااباشــد؛  يو دهانه رحم م نهيسـ ـ يهاســرطان 



 و همکاران فرجامنيک خدنگ سعيده  A2780 يسلول دودمان يرو بر Artemisia absinthium يعصاره متانول تيسم ثرا يبررس
 

٣١٨  

سه نوع  نيا نياز سرطان در ب يعلّت مرگ ناش ـ نيترمهمتخمدان 
ــرطان م ــدياز س ــ زاني، که مباش در هر  ۱۰۰تا  ۱۰ نيآن ب وعيش

ه شندسرطان کُ نيسرطان پنجم نيا نينفر است. همچن ۰۰۰/۱۰۰
مورد  ۵۰۰/۲۲۵ هرسالهباً يتقر). ۴در زنان در سراسر جهان است (

 ۲۰۰/۱۴۰ن تعداد يشود و از ايمص داده يتخمدان تشـخ  سـرطان 
ــرطـان تخمـدان در م   .)۵(کننـد  يمنفر فوت   يرانيزنان ا اني ـسـ

لا به مبت مارانيب سالهپنجبقاي  زانياست؛ م عيسرطان شا نيهشتم
ــرطان تخمدان در ا ــد تخم ۶۱ رانيس ــوديزده م نيدرص ). ۶( ش

 ام،رهنگيد صيشخنداشتن علائم خاص و ت ليبه دل سرطان تخمدان
ــنده ازجمله ــرطان نيترکش ــوب م يهانوع س ــوديزنان محس و  ش

ــد موارد زمان ۷۰معمولاً در  ــرفتهيبه مراحل پ مارييکه ب يدرص  ش
 باشديدرمان م رقابليو عمدتاً غ شدهداده صياسـت تشـخ   دهيرس ـ

سرطان تخمدان  هياول يهاو نشانه جاديعوامل ا ييشـناسا  ن،يبنابرا
 است يضرور يماريب نيدرمان ا تيريو مد موقعبه صيتشـخ  يبرا
، داشتن هالوله، بستن ياز باردار يريشگيپ يهاقرصمصـرف  ). ۷(

، داشتن ينه، عوامل هورمونيسرطان تخمدان و س يسـابقه خانوادگ 
ش يسک ابتلا به سرطان تخمدان را افزايره ريوز و غيسابقه اندومتر

شامل برداشتن توده مرسـوم سرطان تخمدان   درمان. )۸(دهند يم
). ۹( باشديم يکمک يدرمانيميشبه همراه  يتوموري توسط جراح

ــکه  دهندينشــان م ينيبال يهاشيآزما  ينقش مهم يدرمانيميش
و  کنديها را مهار مدر درمان سـرطان تخمدان دارد و رشـد سلول  

، محققان حالنيباا؛ شوديم يتومور يهارفتن سـلول  نيباعث از ب
 بيمعا يدارا يدرمانيميش يه اسـتفاده مداوم از داروها ک افتنديدر

 بيمعا نياست؛ متأسفانه، ا ييو مقاومت دارو تيسم ازجمله يخاص
ــتند که باعث عدم موفق يعوامل نيترمهم ــ تيهس و  يدرمانيميش

ــوديعود مجـدد تومور م   ديجد يداروها افتني ن،ي). بنابرا۱۰( شـ
ــم  اندرم يبرا ــرطان تخمدان که کمتر س  ترمنياما مؤثرتر و ا يس

ــنـد از اهم   ــت؛  ياديز تي ـبـاشـ  يريکارگبه، رونيازابرخوردار اسـ
 منظوربه ييدارو اهانيهمچون گ ياهيگ يهامؤثر فرآورده باتيترک

ــلول ييتومورزا نديمهار فرآ ــرطان يهاو القاي آپوپتوز در سـ  ؛يسـ
ه کد براي مقابله با سرطان است يجد ياستراتژ کي عنوانبهامروزه 

؛ مطرح شــده اســت باشــنديکمتري م نهيو هز يداراي اثرات جانب
)۱۱.(  

ا خود ر ييها تواناسرطان، سلول ژهيوبه، کيپاتولوژ طيدر شـرا 
ــ يبرا ــت م از آپوپتوز يمرگ ناش  ريکه منجر به تکث دهندياز دس

ــرطان يهاســلول شــود،يم هيرويب  ازحدشيب انيب يداراغالباً  يس
ر در مقاومت در براب يهستند که نقش مهم ييهانياز پروتئ ياريبس

ــار آپوپتوت  ــدن آبش ــلول يهاتيمتابول. )۱۲( دارند کيفعال ش  يس
را  کيوتآپوپت يآنتو  کيپروآپوپتوت يهانيعملکرد پروتئ تواننديم

 ني، همچناست زآپوپتو کنندهميتنظ p53مثال  طوربه، کنند ميتنظ

 سميول، متابيتوکندريم تنفس ليو تسـه  زيکوليمحدود کردن گل با
دن ش رفعالينامنظم و غ سـم ي، با متابولجهيدرنت کند؛يرا کنترل م

p53  ــلولدر ــرطـان  يهـا سـ ؛ افتديمآپوپتوز از کار  دن ـيفرآ يسـ
 يهانيپروتئ تيتثب اي ازحدشيب انياغلب با ب يسـرطان  يهاسـلول 

بر علاوه  کنند؛ي، از آپوپتوز فرار مBcl-2 کيخانواده ضــد آپوپتوت 
مک ک يسـلول سرطان  يکه به بقا يگريمشـترک د  سـم ي، مکاننيا
ــيکردن عوامـل رونو  رفعـال يغکنـد  يم مانند  آپوپتوز حرکم يسـ
)؛ ۱۳( اســت )p53 (مانند ســرکوبگر تومور يهاکردن ژن رفعاليغ

 ياندازراهبر اساس  يدرمان يهاياز استراتژ ياريامروزه بس جهيدرنت
ــلولي شـــدهيزيربرنامه يمجدد مرگ ســـلول  يهاا آپوپتوز در سـ

  .)۱۴( استوار است يسرطان
ضد  يدر کشف داروها يمهم ارينقش بس يعيطب يهافرآورده

ــ ــرطان دارند و به اثبات رسـ ــت که تعداد ز دهيسـ  نياز ا يادياسـ
 هکيطوربه، باشنديم ياثرات ضد سرطان يدارا يعيطب يهافرآورده

ضـد سرطان در حال   يدرصـد از داروها  ۸۰ باًيدر حال حاضـر تقر 
 ديولت يعيمحصولات طب زا ميرمستقيغ اي ميمستق صورتبهحاضر؛ 

 يهاتيفعال يدارا يعيطب يهااز فرآورده ياريبســ .)۱۵( شــونديم
، تومورها و هاي، باکترهـا روسيدر برابر التهـاب، و  يعـال  يکيولوژيب
اثرات  دهندهنشاناز مطالعات  ين برخي. همچن)۱۶( باشنديم رهيغ

ــرطـان  ــد سـ ــرا ؛يعيطب يهــافرآوردهن يااز  يبرخ يضـ  طيدر شـ
از . )۱۷( اندبوده يدر برابر دودمان مختلف ســرطان  يشــگاهيآزما

ــ يهـا زمـان   فيدرمان ط يبرا يمنبع مهم اهانيگ م،يقـد  اري ـبسـ
ها است که آن ليدل نيامر به ا نياند، ابوده هايمارياز ب ياگسترده
مداوم در حال  طوربههستند که  يادهيچيپ ييايميش ـ يهاکارخانه

ــولات طب ديتول ــتند و م يعيمحصـ  يبرا يمنبع مؤثر تواننديهسـ
مشــخص شــده  نيباشــند، همچن هايمارياز ب يريشــگيدرمان و پ

ــت که گ ــترده فيط يدارا اهانياس و  ييدارو يهاتياز فعال ياگس
 در يضــد ســرطانمختلف  يهاســميمکان. )۱۸( هسـتند  يکيولوژيب
، وتازسميد دياکس سوپر يميآنز تيفعالالقاء شـامل   ييودار اهانيگ

ــ کاهش ــياکس ــط، القاء آپوپتوز DNA ونيداس چرخه  توقف توس
 کيضد پپتوت يهانيپروتئ انيب کاهشن يو همچن Sفاز در  يسلول

Bcl-2 و Bcl-xL باشديم ياهسـته  ريتکث ژنيآنتان يبکاهش  و ،
 ندمان يچرخه سلول يهامهارکننده انيب نيهمچن ياهيگ باتيترک

p53،p21،p27، BAD، BAX ــطـح   و  يهــانيپروتئان يــبسـ
  .)۱۹(دهند يم شيرا افزا ۹و  ۸، ۷، ۳ يکاسپازها

 Compositaeمتعلق به خانواده  Artemisiaگيـاهان جنس  

(Asteraceae)  ــديم ييدارويكي از پركاربردترين گياهان ه ؛ کباش
 رانياست، در ا شده ليگونه در سـراسـر جهان تشک   ۵۰۰از حدود 

ــناختهگونه  ۳۴ ــدهشـ  Artemisiaوجود دارد؛  Artemisiaاز  شـ

absinthium  ــت نيمهم ا يهـا گونـه  ازجملـه اهان ي؛ گجنس اسـ
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 يداروها عنوانبه ؛آنحاصل از  فعال باتيترک و Artemisia جنس
د ، ضکيتوتوکس ـي، س ـيدانياکس ـيآنت، ايضـد مالار ، يضـد سـرطان  

قيقات تح؛ اندشده يره بررسيو غ يکروبيضد م، يضدالتهاباسپاسم، 
 داراي Artemisia يهااســت كه عصــاره برخي از گونهه نشــان داد

ر در شرايط آزمايشگاهي د يو اثر آپوپتوز فعاليت سـيتوتوكسـيكي  
 باشديم حيواني سرطاني يهاسرطاني و مدل يسـلول  يهارده برابر

ــميت كم و حتي  يدارا در مقابلو  ــلول برابردر  ريتأثيبس  يهاس
 ).۲۱و  ۲۰(باشد يطبيعي م
ــتا؛ يدر ا  ي؛ به بررســ۲۰۱۲و همکاران در ســال  Shafiن راس

و القاء آپوپتوز  يسلول ريدر مهار تکث A. absinthiumنقش عصاره 
و  MDA-MB-231 يها؛ دودماننهيســ يســرطان يهادر ســلول
MCF-7 ــانمطالعات  نيا جيپرداختند، نتا ــد  دهندهنشـ اثرات ضـ

و فعال  يسرطان يهاسلول يبر رو A. absinthiumعصاره  يريتکث
 و Choi ).۲۲(بود  يدر هر دو رده سلول يآپوپتوز يرهايشدن مس

Kim ــاره متانولاثر ؛ ۲۰۱۳ســـال  در هشـــت گونه مختلف  يعصـ
Artemisia ده ر يانسان نهيس ينسرطا يهاسـلول  ريتکثروند بر  را

MCF-7 تمام هشت گونه  کردند و نشـان دادند که عصاره  يبررس ـ
Artemisia ۲۳(شود يم يسرطان يهاسـلول ر يباعث کاهش تکث( .

 اهيعصاره گ يضد سرطان تيو همکاران فعال Lian؛ ۲۰۱۸در سال 
"Artemisia vulgaris (mugwort)ي" در برابر رده ســلول HCT-

کردند و نشان دادند که عصاره  ي) بررسي(سـرطان کولون انسان  15
ــته به غلظت داراو صـــورتبه اهيگ نيا  يبر رو تياثر ســـم يابسـ

 شوديها مسلول نيو باعث مهار رشد ا باشديم يسرطان يهاسلول
)۲۴.(  

اء الق ييت و تواناياثر سم يبررس ـ ؛يپژوهش تجرب نيهدف از ا
ــاره متــانول رده  يبر رو Artemisia absinthium يآپوپتوز عصـ

رات ييتغ يابين ارزي(ســـرطان تخمدان) و همچن A2780 يســلول 
  باشد.يم "BAX, Caspase 3,9, p53" يآپوپتوز يهاژنان يب

  
  مواد و روش کار

  مواد
 ;RPMI "BIO-IDEA; Iran ،"FBS "Gibcoط کشــت يمح

USA ،"ن يليس يپن-نيسياسترپتوما کيوتيبيآنت"BIO-IDEA; 

Iran"ن يپسي، تر"BIO-IDEA; Iran"به لوپان يحلول تر، م "BIO-

IDEA; Iran" پــودر ،MTT "Sigma-Aldrich; USA" ــگ ، رن
DAPI "Sigma-Aldrich; USA"تيـ ـ، کـــ Annexin V-

FITC"Abcam; UK"ت استخراج ي، کRNA "Pars tous; Iran" ،
 ;Pars tous"ن يبرگري، سا"cDNA "Pars tous; Iran سنتز تيک

Iran"  
  

  :A2780رده  يهاسلوله و کشت يته
از ) يتخمدان انسان يسرطان يهاسـلول ( A2780 يرده سـلول 

 طيمحو در  ه شديته) NCBICode: C454(ران يا تو پاستوريانست
؛ کيوتيبيآنتدرصد  کيو  FBSدرصـد   ۱۰ يحاو RPMIکشـت  

  کشت داده شد.
  

 :Artemisia absinthium يه عصاره متانوليته
ــا  Artemisia absinthium (FUMH) اهيگ ــناس  ييبا کد ش

 هيته يبراشد؛  هيمشهد ته يدانشـگاه فردوس ـ  ومياز هربار ۴۵۹۵۲
خشک اه يگ ييهوا يهاابتدا اندام A. absinthium يعصـاره متانول 

 ۱۰ اه؛يگ گرم از پودر کيهر  يبه ازاســپس  ،شــد پودر و ســپس
 يکيتار طيساعت در شرا ۷۲ت و به مد شدمتانول اضافه  تريليليم

بار  ۳ يمخلوط روز مدت نيا در طي شد؛ه اتاق قرار داد يو در دما
با  مخلوط حاصل سـاعت  ۷۲ گذشـت  پس از ؛هم زده شـد  يخوببه

توسط  يريعصاره گ تيدرنهاو  صـاف شـد   نواتم کاغذ اسـتفاده از 
ــتگاه ــد" Rotary Evaporator" دس ــتوک يته يبرا ؛انجام ش ه اس

 .A يگرم از عصاره تام متانول ۰۰۱/۰، هاسـلول مار يجهت ت ياصـل 

absinthium   د يل سولفوکسيمت يتر ديکروليم ۵۰وزن شـد و در
)DMSO رتيليليمک يط کشت به حجم ي) حل شـد، سپس با مح 

از  ياز استوک اصل يماريت يهاغلظتجهت سـاخت   رسـانده شـد؛  
  ).۲۲استفاده شد ( N1V1=N2V2فرمول 
  

  :جهت تعيين سميت سلولي MTT آزمون
 A. absinthium يانولت عصاره متيسم تأثير بررسي منظوربه
اســتفاده شــد؛  MTTاز آزمون  A2780 يهاســلولر يتکث يبر رو

 شــمارش از بعد ؛هاســلول عدد از ۴×۳۱۰ن کار ابتدا تعداد يا يبرا

 داده خانه کشت ۹۶ تيپل کي در ؛به لو پانيتر يزيآمرنگ توسـط 

 يهاســلول ؛هاســلول کشــت مناســب از زمان گذشــت از بعد شــد،
A2780 ديســولفوکســ ليتم يبا د "DMSO حلال عصــاره) "A. 

absinthium ( ــاهد آزما عنوانبـه ــگاهيگروه شـ و ) sham( يشـ
و  ۴۵۰، ۴۰۰، ۳۵۰، ۳۰۰، ۲۵۰، ۲۰۰، ۱۵۰، ۱۰۰، ۵۰ يهاغلظت
ــاره متانول تريليليمکروگرم بر يم ۵۰۰  A. absinthium ياز عصـ

ها، مقدار مار سلولياز ت ساعت ۲۴زمان بعد گذشـت   شـدند؛  ماريت
، سپس شدها اضافه ط سلوليبه مح MTTاز محلول تر يکروليم ۱۰

قرار ساعت درون انکوباتور  ۴تا  ۳مدت  يها براسلولت کشـت  يپل
ــپس داده شــد؛ ــدها را خارج ســلول ييع روي، ماس  ۸۰ و مقدار ش

اضافه هر چاهک ) به DMSO( ديسـولفوکس  ليمت ي؛ دتريکروليم
" EPOCHه اسپکتروفتومتر "ت مربوطه به دستگايپل تيدرنهاشد؛ 

 د.نانومتر قرائت ش ۵۷۰ها در نمونه يزان جذب نوريمنتقل شد و م



و همکاران فرجامنيک خدنگ سعيده  A2780 يسلول دودمان يرو بر Artemisia absinthium يعصاره متانول تيسم ثرا يبررس
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 :شد محاسبه ريز فرمول توسط زنده يهاسلول درصد
ن جذب نمونه يانگين جذب نمونه کنترل / ميانگيم ×۱۰۰

  زنده يهاسلولمار = درصد يت
ــدن نتا  ــخص ش ــل از آزمون يبعد از مش از تنها  MTTج حاص

(غلظت  ۲۵۰، ۱۵۰ يها(غلظت يماريت يهامؤثر گروه يهاتغلظ
 .A ياز عصاره متانول تريليليمبر  کروگرميم ۳۵۰") و 50IC" يمهار

absinthium  تيشگاهيآزما يهاروش ريساعت)؛ در سا ۲۴به مد 
  استفاده شد.

 :DAPI ياهسته يزيآمرنگ
 زانيم يبررس آپوپتوز، يبررس ،هاسلول هسته يزيآمرنگ يبرا

 ماريت يهاســلول در هســته نيکرومات شــدن هقطعقطعه اي و تراکم

ــده ــهيمقا و ش  DAPI يزيآمرنگ روش از کنترل گروه با آن س

 در لياستر پيکاور اسـل  کين کار، در ابتدا يا يشـد؛ برا  اسـتفاده 

ــد، قرار خانه ۶ تيهر چاهک پل کف ــپس داده ش ــلول س  يهاس
A2780 اده شـدند؛ بعد از گذشت  ها کشـت د پيکاور اسـل  يبر رو

ــب  ــت و چس ــب از کش ــلولدن يزمان مناس ــليپبه کاور  هاس  هااس
 گروه يکامل برا کشــت طيمح ت؛يپل چاهک هر از گوشــه يآرامبه

 شد، بعد اضافه يماريت يهاگروه يبرا يماريت يهاطيمح و کنترل

برداشته  هاگروه يتمام ييرو طيمح مار؛يساعت از ت ۲۴ گذشـت  از
 به يکســاتور ســلوليف عنوانبه متانول، تريليليم کي مقدار و شــد

ــافه تيپل ــد اض ــلول تيدرنهاو  ش قرار  DAPI ها تحت اثر رنگس
ــدهياتغييرات گرفتنـد و   ــلول يمورفولوژدر  جادشـ ــط  هاسـ توسـ

  شد. يکروسکوپ فلورسنت بررسيم

  :Annexin V-FITCآزمون 
 جهت شد؛استفاده  ين مرگ سـلول ييتع منظوربهن آزمون ياز ا
 Annexin V-FITC Apoptosis"ت يــکن آزمون از يانجــام ا

Staining / Detection Kit (ab14085)"  ــد به ا ــتفاده ش ن ياس
خانه کشت شدند و  ۶ت يدر پل A2780 يهاصورت که ابتدا سلول

 يهاها با غلظتسلول ؛هاسلولزمان مناسب از کشت بعد از گذشت 
ــاره  تريليليمبر  کـروگرم ي ـم ـ ۳۵۰و  ۲۵۰، ۱۵۰  .Aاز عصــ

absinthium مار؛يســاعت از ت  ۲۴بعد از گذشــت  ،مار شــدنديت 
ــلول ــط ترس ــيها توس جدا و به درون اپندروف  تياز کف پل نيپس

 طيانجام شد، با خارج کردن مح فوژيمنتقل شـدند و سـپس سانتر  
 Binding تريکروليم ۵۰۰به هر نمونه  تيطبق پروتکـل ک  ،ييرو

Buffer 1X  ــپس ــد و س ــافه ش ــ تريکروليم ۵ اض  ۵و  V نيانکس
ها نمونه تيدرنهابه هر نمونه اضافه شد؛  ديداي وميديوپپر تريکروليم

ــپس نمونه يکيدر تار قهيدق ۵بـه مـدت    ــدند و سـ  يهاانکوبه شـ
ــتبه ــا  آمدهدس ــتگاه فلوس رار ق ليوتحلهيتجزمورد  يتومتريبا دس

  .گرفتند

  :Real-time PCR فن
ــتخراج مراحل  "Pars tous" تيک روتکلپ طبق RNA اسـ

ــورت  RNA منـاســـب  غلظــت از نــانياطم يگرفـت و برا  صـ

 دستگاه توسط يکم صورتبه RNA غلظت زانيم ،شدهاسـتخراج 

 cDNA سنتز شد؛ در ادامه دهيسنج"EPOCH" اسـپکتروفتومتر 

 راتييتغ تيدرنهاگرفت و  صورت "Pars tous" تيک پروتکل طبق

در  "BAX, Caspase 3,9, p53" يآپوپتوز يهاژن انيب زانيم در
و  ۲۵۰، ۱۵۰ يها(غلظت يماريت يهاگروه ؛ درA2780 يهاسلول
ــاره  تريليليمبر  کروگرميم ۳۵۰ ؛ )A. absinthium يمتانولاز عص

-Bio" افزارنرم" و Bio-Rad CFX96 RT-PCRsتوسط دستگاه " 

Rad CFX Managerشد ي" بررس.  
به  Rael-time PCR فن در مورداســـتفاده يمرهايپرا يتوال
 ر است:يشرح ز

Rael-time PCR فندر  مورداستفاده يمرهايپرا يتوال ):۱جدول (

AntisenseSensGene

TTGCTGTAGCCAAATTCGTT TGACTTCAACAGCGACACC GAPDH 

CTCCATGTTACTGTCCAGTTCGTTTTGCTTCAGGGTTTCATCCA BAX

GTTCATCCAGTCGCTTTGTGC AGACAGACAGTGGTGTTGATG Caspase 3 

CAATGTGAACTTCTGCCGTGA CCAGAGATTCGCAAACCAGAG Caspase 9 

TCTGGGAAGGGACAGAAGATGTTGCCGTCCCAAGCAATGGAp53



۱۴۰۰ ادمرد، ۵، شماره ۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
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 :يآمار ليوتحلهيتجزروش 

ــل از ا يآمار يهـا داده  SPSS" افزارنرممطالعه، در  نيحاصـ

(Version 26) طرفــهکيــ انسي ـوار يبــه کمـک آزمون آمــار " و 
"ANOVA يداريمعن" در سطح "p< 0.05 "شدند.  ليوتحلهيتجز

از  نانيحصول اطم ياند. برارسم شده Excel افزارنرمبا استفاده از 
ســـــــــه بار     صورتبه شاتيتمام آزما ؛يپژوهش تجرب نيا جينتا

 تکرار انجام شدند.

 هايافته
 :MTTج حاصل آزمون ينتا
ــان داد  MTTج آزمون ينتا ــاره نشـ A. absinthiumکه عصـ

؛ به دشويم هاسلولر يتکث به مهار وابسته به غلظت منجر صورتبه

ر يتکث A. absinthiumش غلظت عصــاره  ين صــورت که با افزايا

ــلول ــرطان يهاس ــوديممهار  يتوجهقابل طوربه A2780 يس و  ش
ــبت به گروه کنترل تفاوت معنادار ن ييتع. با کنديمجاد يرا ا ينسـ

 با A. absinthiumعصاره  مشـخص شـد که   "50IC" يغلظت مهار
ــاعت منجر به مرگ  ۲۴در  تريليليمکروگرم بر يم ۲۵۰غلظت  سـ

ن يهمچن شده است. A2780رده  يسرطان يهاسلولاز  درصد ۵۰
ــل از آزمون  جينتـا  ــ يبرا MTTحــاصـ ــاره  يبررسـ  .Aاثر عصـ

absinthium نرمال  يرده سـلول  يبر روHEK-293  نشان داد که
ــاره  ــم يدار A. absinthiumعصـ رده  يبر رو يت کمترياثر سـ

 .باشديم A2780 ينسبت به رده سرطان HEK-293 يسلول

 يهاغلظت در A. absinthium مار با عصارهيتحت ت يهانمونهسه با ين درصد زنده ماندن نمونه کنترل در مقايانگيسه ميمقا ):۱شکل (
)p( )**۱۰/۰<p) (*۰۵/۰<p>۰۱۰/۰***( ساعت. ۲۴مختلف در زمان 

  :DAPI يزيآمرنگج ينتا
حاصل  جي، نتاشوديممشاهده  ۲که در شکل شماره  طورهمان

، پس از A2780 يهاسلولنشـان داد که در   DAPI يزيآمرنگاز 
، شکل اندشده قطعهقطعه هاهستهساعت  ۲۴و بعد از گذشت  ماريت

وقوع  يبرا يانشانه توانديم، که شدهخارجاز حالت نرمال  هاهسـته 

 کيوژمورفول راتييتغ يبررس ني. همچنشدبا هاسلول نيآپوپتوز در ا
ــان داد که برخ ــلولاز  ينش ــده؛  ماريت يهاس ــدن  قطعهقطعهش ش

ــنــديمرا دارا  يتوجهقــابــل ينيکرومــات  راتييتغ ني، کــه ابــاشـ
ساعت  ۲۴پس از گذشت  يسلول بيآس دهندهنشـان  يکيمورفولوژ

 .باشديم مارياز ت
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  ساعت. ۲۴بعد از گذشت  DAPI يزيآمرنگتوسط  هاسلولمشاهده هسته  :)۲(شکل 
کروگرم بر يم ۲۵۰مار با غلظت ي؛ (ج) تA. absinthiumعصاره از  تريليليمکروگرم بر يم ۱۵۰مار با غلظت ي(الف) گروه کنترل؛ (ب) ت

.A. absinthiumعصاره از  تريليليمکروگرم بر يم ۳۵۰مار با غلظت ي؛ (د) تA. absinthiumعصاره از  تريليليم
 .اندشدهکه دچار آپوپتوز  باشديم ييهاسلول دهندهنشان هاکانيپنوک 

 X ۴۰۰: ريتصاو يينمادرشت

 :Annexin V-FITC ج تستينتا
با  A2780رده  يســرطان  يهاتســت، ســلول  نيانجام ا يبرا
 .Aاز عصاره  تريليليمبر  کروگرميم ٣٥٠و  ٢٥٠، ١٥٠ يهاغلظت

absinthium  تشـدند و سپس با دستگاه   ماريسـاعت ت  ٢٤به مد
 ٣شــکل شــماره که در  طورهمان شــدند. يبررســ يتومتريفلوســا
، دهدينشان م Annexin V-FITC آزمون جي؛ نتاشوديم همشاهد
 يسرطان يهاسلولاز درصـد   ٩٣کنترل حدود  گروهدر  کهيدرحال

A2780   ــنـد  يمزنـده ــده با غلظت يدر گروه ت، بـاشـ  ١٥٠مار شـ
 يهاسلولدرصد  A. absinthiumعصاره از  تريليليمکروگرم بر يم

درصــد از  ٢٧افته اســت و در حدود يکاهش  درصــد ١/٧٧زنده به 
ا غلظت ب يماريدر گروه ت نيهمچن؛ اندشدهدچار آپوپتوز  هاسـلول 

ــد  A. absinthiumعصـــاره از  تريليليمکروگرم بر يم ٢٥٠ درصـ
باشد و يم درصد ٤٢ در حدود اندشدهکه دچار آپوپتوز  ييهاسلول

 .Aعصاره از  تريليليمکروگرم بر يم ٣٥٠با غلظت  يماريدر گروه ت

absinthium ه يآپوپتوز ثانو صورتبه ين مرگ سلوليشتريشاهد ب
ــت ــد ١/٦٩ن گروه، در يدر ا کهيطوربهم، يهس ــلولاز  درص  يهاس

 يهاسلولزان يه رخ داده اسـت و م يآپوپتوز ثانو A2780 يسـرطان 
  دا کرده است.يکاهش پ درصد ۳۰زنده به 

 سعيده خدنگ نيکفرجام و همکارانA  بر روي دودمان سلولي Artemisia absinthium2780بررسي اثر سميت عصاره متانولي 
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  يتومتريفلوساز يآنال ):۳شکل (
بر  کروگرميم ۲۵۰غلظت مار با ي؛ (ج) تA. absinthiumاز عصاره  تريليليمبر  کروگرميم ۱۵۰غلظت مار با ي(الف) گروه کنترل؛ (ب) ت

A. absinthiumعصاره از  تريليليمبر  کروگرميم ۲۵۰غلظت مار با ي؛ (د) تA. absinthiumاز عصاره  تريليليم

  :Real-time PCR فنتوسط  هاژنان يب يج بررسينتا
ــکلکه در  طورهمان ــمار ش ــاهده ۴ه ش ــوديم مش  اني،، بش

با  يماريت يهادر گروه "Caspase 9"و  "Caspase 3" يهـا ژن
ــاره  تريليليمبر  کروگرميم ٢٥٠و  ١٥٠ يهــاغلظـت   .Aاز عصـ

absinthium امر  نياکه داشته است  شينسبت به گروه کنترل افزا
 شيافزا نيشــتريب ؛ها اســتگروه نيالقاء آپوپتوز در ا دهندهنشــان

بر  کروگرميم ۳۵۰با غلظت  يماريدر گروه تکاســـپاز  يهاژن انيب
 ژن انيبن يهمچنبوده است؛  A. absinthiumاز عصاره  تريليليم

"BAX" ٣٥٠و  ٢٥٠، ١٥٠ يهابا غلظت يماريت يهاگروهز در ين 
نســبت به گروه  A. absinthiumاز عصـاره   تريليليمبر  کروگرميم

 Real-time PCR فنج ينتا يش داشـته اسـت، بررس ـ  يترل افزاکن
ــان   ۳۵۰با غلظت  يماريت هدر گرو "p53" ژن انيبدهد که يمنش

نســبت به گروه  A. absinthiumاز عصـاره   تريليليمبر  کروگرميم
اره عص ييتوانا دهندهنشانامر  نيکه ا؛ داشـته است  شيافزا کنترل

A. absinthium  ــطح ب آپوپتوز ءدر القـا  يهاژنان يو بالابردن سـ
  باشد.يممار يتحت ت A2780 يهاسلولدر  يآپوپتوز
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 )۰۱۰/۰<p( )**۱۰/۰<p***( time PCR-Real فنتوسط  يآپوپتوز يهاژن انيبرات در ييتغ زانيم يبررس ):۴( شکل
 Caspase-9ژن  اني؛ د) بCaspase-3ژن  اني؛ ج) بp53ژن  اني؛ ب) بBAXژن  انيالف) ب

 گيرينتيجهبحث و 
 يه عصاره متانوليبعد از ته يشگاهيآزما-يبن پژوهش تجريدر ا

A. absinthium عصــاره  کيتوتوکس ـياثرات س ـ يبررس ـ يبرا؛A. 

absinthium ــلول ريتکث يبر رو ــرطان يهاس  از A2780رده  يس
ت تح يهاآپوپتوز در سلول يبررس ياستفاده شد؛ برا MTT آزمون

و  داســتفاده شــ يتومريفلوســا زيو آنال DAPI يزيآمرنگ از ماريت
 ,BAX" يآپوپتوز يهــاژن انيــب زانيدر م راتييتغ تيــدرنهــا

Caspase 3,9, p53 "فن با Real-time PCR شد يبررس.  
 .A يمتانول عصارهنشان داد که  MTTج حاصل از آزمون ينتا

absinthium وابسـته به غلظت منجر به کاهش   صـورت بهتواند يم
د. در ســال شــو A2780 رده يســرطان يهاســلول يريســت پذيز

ک يتوتوکســياثرات ســ يو همکاران به بررســ Gordanian؛ ۲۰۱۴
در ) A. absinthium ازجمله( Artemisiaعصاره پنج گونه مختلف 

 MTTج حاصل از آزمون يپرداختند؛ نتا MCF-7 يبرابر رده سرطان
وابسته  صورتبه Artemisiaنشان داد که عصاره پنج گونه مختلف 

شــوند، يمنه يســ يســرطان يهاســلولر يبه غلظت باعث مهار تکث
 .A يهاگونهک يتوتوکســيت ســين نشــان دادند که فعاليهمچن

absinthium  وA. vulgaris  شتر است يگر بيد يهاگونهر ياز سـا
ز ين پژوهش نيدر ا اجراشــده MTTج حاصــل از آزمون ي)؛ نتا۲۵(

وابسته  صورتبه A. absinthiumعصاره  ياثرات مهار دهندهنشان
ــرطان يهاســلولر يه غلظت بر روند تکثب بود. در  A2780رده  يس

 يريک و ضد تکثيتوتوکسيو همکاران؛ اثرات س Kim ۲۰۱۸سـال  
ــاره اتـانول  در برابر  Artemisia capillarisاه يگ يهابرگ يعصـ

کردند و نشان  يرا بررس HepG2و  Huh7 يسرطان يسلول يهارده
ــاره  ــلولن يار يتکث A. capillarisدادند که عص ــدتبهرا  هاس  ش

 يباعث القا ۳-ان کاســپاز يش ســطح ب يکند و با افزايمســرکوب  
 ي)؛ که با تمام۲۶شود (يم HepG2و  Huh7 يهاسلولآپوپتوز در 

 باشد.يمج حاصل از مطالعه حاضر همسو ينتا
ــ ــتهک يرات مورفولوژييتغ يبررس  DAPI يزيآمرنگبا  هاهس

رات يينسبت به گروه کنترل، تغ يماريت يهاگروهنشـان داد که در  
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ک هم يکه در شکل شماره  طورهمانشـود؛  يمده يد يکيمورفولوژ
 اندشده قطعهقطعه هاهسته يماريت يهاگروهباشد در يممشـخص  

 يبرا يانشــانهتواند يمن امر ي، که ااندشــدهو از حالت نرمال خارج 
-Annexin Vج تست يباشـد. نتا يم هاسـلول ن يوقوع آپوپتوز در ا

FITC  ،ــان داد ــد  کهيدرحالنش گروه  يهاســلول بودنزندهدرص
 يهاســلولزان در ين ميباشــد؛ ايم درصــد ۳/۹۳کنترل در حدود 

 تريليليمبر  کروگرميم ۳۵۰و  ۲۵۰، ۱۵۰ يهاغلظتمار شده با يت
درصــد  ۳۰و  ۶/۵۶، ۱/۷۷ب به يبه ترت A. absinthiumاز عصـاره  

ــت؛   ــته اسـ ــاره يتوان بيم جهيدرنتکـاهش داشـ  .Aان کرد عصـ

absinthium  ــلولآپوپتوز در  يالقـا  يبرا يخوب ييتوانـا  يهــاسـ
و  Kim ۲۰۱۷دارد. در سال  A2780رده  يتخمدان انسان يسرطان

ــاره  يالقا ييهمکاران توانا را در  Artemisia annuaآپوپتوز عصـ
کردند و با استفاده  ي(سرطان کولون) بررس HCT116 يرده سلول

مار يت يهاسلولنشـان دادند که در   Annexin V-FITC موناز آز
 يهاســلولدرصــد  A. annuaمختلف عصــاره  يهاغلظتشــده با 

ــاره ين تيابد و همچنييمش يک افزايآپوپتوت  A. annuaمار با عص
ان ژن يــرا کــاهش و ب Bcl-2 کيــآپوپت يآنتان ژن يــتوانــد بيم

ه گرفتنـد که  ج ـينت تي ـدرنهـا ش دهـد و  يرا افزا BAX يآپوپتوز
ــاره  ــلول يالقا ييتوانا يدارا A. annuaعصـ  يآپوپتوز در رده سـ

HCT116 ــد (يم ــگاهيات آزمايج تجربينتا ي)؛ تمام۲۷باشـ  يشـ
 .Aعصـــاره  ييتوانا دهندهنشـــانز يحاصـــل از پژوهش حاضـــر ن

absinthium يآپوپتوز در رده سلول يدر القا A2780 .بود  
 ســتفاده از عصـــاره نشـــان داد که ا Real-time PCR جينتا
 يهاژن انيسطح ب شيباعث افزا توانديم A. absinthium يمتانول

رده  يطانسر يهادر سلول "BAX, Caspase 3,9, p53" يآپوپتوز

A2780 ج حاصل از ي؛ با توجه به نتاشودمار يتحت تReal-time 

PCR ــاره ان کرد که ي ـتوان بيم  يياز توانا A. absinthiumعصـ
برخوردار است  يآپوپتوز يهاژنان يبردن سطح بجهت بالا  يخوب

ــتر موردي؛ بترکاملقات يتواند با مطالعات و تحقيمنـده  يو در آ  شـ
ــال  Tayarani-najaran رد.يتوجه قرار گ ؛ ۲۰۱۶و همکاران در س

 يلرومتانک يدعصاره  کيو آپوپتوت کيتوتوکسياثرات س يبه بررس
Artemisia biennis  يلســـلو يهاردهدر برابر K562  وHL-60 

ر يباعث مهار تکث A. biennisپرداختند و نشــان دادند که عصــاره 
 يان ژن آپوپتوزيش سطح بيشود و با افزايم يسـرطان  يهاسـلول 
BAX يهاسلولآپوپتوز در  يباعث القا K562  وHL-60 شود يم

 .Aعصاره  ييتوانا دهندهنشانج پژوهش حاضر که ي)؛ که با نتا۲۸(

absinthium  هم راســتا  يآپوپتوز يهاژنان يدر بالابردن سـطح ب
  باشد.يم

نشان داد که استفاده از  ين پژوهش تجربيحاصل از ا يهاافتهي
تخمدان  يسرطان يهاسلولر يتکث A. absinthium يعصاره متانول

ــهرا  A2780رده  ــطح  توجهيقــابــل طـور ب  يداريمعن(در سـ
)***۰۰۱/۰<p(آپوپتوز و بالابردن سطح  ي) مهار نموده و باعث القا
  .شوديم هاسلولن يدر ا يآپوپتوز يهاژنان يب

  
  يقدردانتشکر و 

ــ نيبد ــات هياز کل لهيوس ــان ياس ــناس  قاتيمرکز تحق د و کارش
 واحد مشهد ياسلام آزاد دانشگاه يجانور نيتکو يکاربرد يولوژيب

ــمــاره   طرح نيا يکــه در اجرا ــوبــه اخلاق بــه شـ بــا کــد مصـ
IR.IAU.MSHD.REC.1399.155 ــکر  يهمکار ــتند تشـ داشـ

  شود.يم
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Abstract 
Background & Aims: Ovarian cancer is the third most common cancer in women. Artemisia is one of 
the most commonly used medicinal plants, and Artemisia absinthium is one of the important species of 
this genus. The aim of this study was to evaluate the effect of cytotoxicity and the ability to induce 
apoptosis methanolic extract of A. absinthium in A2780 cell line (human ovarian cancer). 
Materials & Methods: In this experimental study, methanolic extract of A. absinthium was prepared. 
MTT assay was used to evaluate the cytotoxic effects of A. absinthium extract on A2780 cancer cell 
proliferation and DAPI staining and flow cytometry analysis were used to evaluate the ability to induce 
apoptosis in treated cells with A. absinthium extract. Changes in "BAX, Caspase 3,9, p53" genes 
expression were evaluated by Real-time PCR. Quantitative data were analyzed by one-way ANOVA at 
a significant level of p<0.05. 
Results: The MTT assay results showed that methanolic extract of A. absinthium, inhibits proliferation 
of ovarian cancer A2780 cells in a concentration-dependent manner (p<0.001***). Morphological 
observation with DAPI staining and flow cytometry analysis results showed an increased percentage of 
apoptotic cells. The real-time PCR results showed an increase in the expression of apoptotic genes 
"BAX, Caspase 3,9, p53" in treatment groups p <0.01**; p<0.001***. 
Conclusion: The results of this study showed that the methanolic extract of A. absinthium inhibits the 
proliferation of A2780 cancer cells and induces apoptosis in these cells. 
Keywords: Ovarian cancer, Apoptosis, Artemisia absinthium 
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