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      چكيده

 
كه يكي از اين  هاي مختلف رشــد چشــمگيري داشــته اســتامروزه اســتفاده از گياهان دارويي در درمان بيماريزمينه و هدف: 

سرطان ميهاي بيماري سي القاء آپوپتوز توسط گياه آرتميزيا مهم  شد. هدف از انجام اين مطالعه برر يبري و آرتميزيا ولگاريس سبا
  باشد. (ملانوما) مي B16بر روي رده سلولي 

صاره :روش كار سلولابتدا ع سيون تهيه و  سط پركولا شده ي هيدروالكلي اين دو گياه تو شت داده  براي انجام  B16هاي ك
هاي اندازه گيري ميزان تسـت MTTبه دسـت آمده از تسـت  50IC هاي مورد نظر مورد اسـتفاده قرار گرفت. با توجه به تتسـ

سپاز  سي و كا ستي 3سيتوكروم  سايي جزء فعال از كوئر شنا شد. همچنين براي  ستاندارد انجام  سط كيت ا شاخص تو ن به عنوان 
 فلاونوئيدي استفاده شد.

ست ها:يافته ساس ت صد بقاء ميزان بر ا سيبري  50IC در  5000رتميزياولگاريس آو گياه  ميكروگرم/ميلي ليتر 480گياه آرتميزيا 
شد. همچنين  سبه  يتر بود. نتايج حاصل از ميكروگرم/ميلي ل  500فلاونوئيد كوئرستين  نزديك به  50ICميكروگرم/ميلي ليتر محا

سپاز  شان دهنده تفاوت معني دار فعاليت كا ست ن سبت به كنترل منفي (گروهدر  3ت ) و كنترل مثبت DMSOهاي مورد مطالعه ن
ــد و در حالي كه افزايش فعال) در گياه آرتميزياولگاريس ميDoxorubicinميكروگرم/ميلي ليتر  25( ــپاز باش در گياه   3يت كاس

دار سيتوكروم سي فزايش معناي ا) وجوددارد. نتايج حاصل از تست نشان دهندهDMSOآرتميزيا سيبري نسبت به كنترل منفي (
  باشد.) ميDMSOهاي مورد مطالعه و در هر دو گياه نسبت به گروه كنترل (آزاد شده در گروه

ز مســـير درون ســـلولي و اتوان نتيجه گرفت كه هر دو گياه باعث القاء آپوپتوز با توجه به نتايج اين مطالعه مي  :گيرينتيجه
 ي ضروري است.سازي اجزاء فعال گياه براي مطالعات درون سلولي و برون سلولي بعدشوند؛ هرچند جداميتوكندريايي مي
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Abstract   
 
Background & Aims: Cancer is the second leading cause of death worldwide after 
cardiovascular disease in spite of a fact that a decrease in cancer mortality rate has been 
reported (1). Although, cancer is the third cause of death in IRAN after cardiovascular 
diseases and road accidents and it`s mortality rate are more than developed conteries. 
Cancer chemotherapy of cytotoxic drugs and radiotherapy are accompanied by highly 
deleterious and often life-threatening side effects. In recent years, the use of medicinal 
plants in the treatment of diseases such as cancer has developed significantly (2). Among 
them, Artemisia is a large genus of plant, around 200 and 400 species which is grow in 
temperate climates of dry or semiarid habitats. The most well known species include A. 
vulgaris, A. tridentata ,A. annua and A. absinthium. Most species have aromas and bitter 
tastes from terpenoids and sesquiterpene lactones and bioactive phytochemicals that have 
been reported to exhibit sveral human health effects including  antimalarial, antioxidant, 
neuroprotective, anti-inflammatory, and antimicrobial activities (3). Recently, 
artemisinin derivative (artemisinin-combination therapies) are accepted as a gold 
standard treatment worldwide for malaria caused by Plasmodium falciparum. In the case 
of cancer treatment, the plant species and its bioactive compounds target multiple 
pathways. Also, due to the promising features of herbal plant its anti-cancer activity has 
been investigated for use in modern medicine. In this case, artemisinins have shown 
potent anticancer activity in multiple cancers in vitro and in vivo via different mode of 
action including autophagy, cell cycle arrest, and apoptosis. 
A well-known type of programed cell death which described in 1842 is apoptosis. The 
cells initiates intracellular apoptotic signaling in response to many factors including 
stress, heat, radiation, viral infection as well as   hypoxia, Several proteins and mediators 
are involved, but two main methods of regulation have been identified: the intrinsic 
pathway is also known as the mitochondrial pathway and extrinsic pathway is identified 
by TNF and Fas pathways. 
Apoptosis is one of the of programmed cell death that occurs in multicellular organisms 
such as mamals and can be activated by either intrinsic or extrinsic factors. There are at 
least two kind of signaling pathways that lead to apoptosis, the intrinsic pathway of 
apoptosis and the extrinsic pathway of apoptosis.  The extrinsic pathway of apoptosis is 
triggered by the extracellular environment and death signals. The intrinsic pathway of 
apoptosis pathway is linked to mitochondria and DNA damage. In both the intrinsic and 
extrinsic pathway of apoptosis, signaling results in the activation of a family of Cys 
(Cysteine) proteases, named caspases. In the mitochondrial-dependent phatway Cyto C 
release lead to formation of a catalytic multiprotein protein so called apoptosome that can 
activates Caspase-9. Activated Caspase-9 then is able to cleave Caspase-3and apoptosis 
cascade. In the other hand, during apoptosis which is initiated by mitochondria, 
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cytochrome c is released through the activation of Bax and Bak proteins. Upon 
cytochrome c is released it binds with Apoptotic protease activating factor – 1 also called 
Apaf-1 The Apaf-1 then bind to pro-caspase-9 to create a protein complex known as an 
apoptosome. Active from of initiator caspase of 9 is cleaved by apoptosome and start to 
cleaves and activates effector pro-caspase into the effector caspase-3 (4). 
In several studies have shown that different types of Artemisia Sp. might have anticancer 
effect but the mode of action of its anticancer activity is not well known. In this regard, 
the aim of this study was to evaluate the effect of hydroalchoholic extract of Artemisia 
siberi Besser. and Artemisa vulgaris L. on the induction of apoptosis in B16 cell lines. 
Methods: For this purpose, the hydroalchoholic extracts of these two plants were 
prepared by percolation method. Then the B16 melanoma cell lines were grown on 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) cell culture and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ( MTT) method was utilized to obtain the 
appropriate concentrations of Artemisia siberi Besser. and Artemisa vulgaris L. for 
determination of The half maximal inhibitory concentration (IC50) of each extract. After 
calculation of IC50, the amount of released cytochrome C and activity of caspase 3 were 
measured by using standard kits. In these experiments, duxorubicine was used as positive 
control. For possible identification of active ingredient of extracts, Quersetin was used as 
flavonoid marker. 
Results: The half maximal inhibitory concentration (IC50 value) of the Artemisia siberi 
Besser. and  Artemisa vulgaris L.  was determined by constructing dose-response curves. 
According to the IC50 values, their potencies can be ranked as follows: 
Artemisia siberi Besser> Quercetin>Artemisa vulgaris L. According to the MTT test, 
IC50 values were 480 µg/ml, 500 µg/ml and 5000µg/ml for Artemisia siberi Besser, 
Quercetin and Artemisia. Vulgaris L, respectively.  
The amount of cytochrome C release for Artemisia siberi Besser. and Artemisa vulgaris 
L.  was significantly increased 1.53 and 1.93 time more than control group respectively.  
There was a significant difference between the increases of activities of caspase3 by 
Artemisia siberi Besser. and Artemisa vulgaris L compared to the negative and positive 
controls (1.63 and 4.7times more than negative control respectively). There was also 
significant difference between the increases activities of caspase3 by Artemisa vulgaris L 
compared to positive control.  
Conclusion: According to the outcomes, it is concluded that the hydroalchoholic extracts 
of A. vulgaris and A. siberi can induce apoptosis via mitochondrial-dependent pathway 
as a considerable underlying mechanism.The IC50 value of Artemisia siberi Besser is 
comparible with Quercetin. Also, the caspase 3 activity induced by Artemisa vulgaris L 
is notable. However, inorder to show that this phytochemical have anticancer activity, 
fractionation and separation of active ingredients as well as more in vitro and in vivo 
studies seems to be necessary. 
 
Conflicts of interest: None 
Funding: Shiraz University of Medical Sciences

 
Cite this article as: 
Pangejshahin M, Rezaakbarzadeh A, Zarshenas M. Evaluation the effect of hydroalchoholic extract of Artemisia 

siberi and Artemisia vulgaris L on the induction of apoptosis in B16 cell lines. Razi J Med Sci. 2023(10 

Dec);30.141. 

*This work is published under CC BY-NC-SA 4.0 licence. 



 
 
 

۴ 
 

 و همكاران شاهين پنجه مريم

  مقدمه
سرطان يكي از عوامل مهم مرگ و مير در سراسرجهان 

). به دليل عوارض جانبي داروهاي شيميايي 1مي باشد (
اســـتفاده از گياهان دارويي براي درمان بيماريها درحال 

ـــت ( ). يكي از گياهان مهم در اين ارتباط 2افزايش اس
ــد كه داراي خواص زيادي اســت  خانواده درمنه مي باش

ي4، 3( به دلايل ). گ خانواده  مه اين  هان دارويي منجل ا
مهم پزشــكي در ســراســرجهان مورد اســتفاده قرار مي 

 80 جهاني سازمان بهداشت گزارش طبق .)6 ،5(گيرند 
 عمومي پزشكي به را سنتي پزشكي كاربرد مردم درصد
ـــت توجه . بايد)7( دهندمي ترجيج ـــتر داش  كه بيش

ــيمي داروهاي ــتفاده مورد مانيدر ش ــرطان در اس  هاس
 حال .دهندمي قرار تاثير تحت هم را طبيعي هاي سلول

ـــتفاده  تر خفيف اثرات با طبيعي تركيبات از آنكه اس
 ســالم هاي ســلول بر را كمتري ســميت اســت ممكن
ستفاده بنابراين  .گذارد برجاي  براي سنتي گياهان از ا
 اســت هيافت وســيعي افزايش طوره ب ها ســرطان كنترل

)8( . 
ست سلولي طبيعي رخداد يك آپوپتوز  به كمك كه ا

 از ايجاد و تنظيم بدن هاي سلول تكثير و رشد ميزان آن
مرگ سلولي به دليل آپوپتوز شود.  مي جلوگيري سرطان

مرفولوژيكي قابل تمايز و درآخرين مرحله  مشــخصــاتبا
ــلولي بام ــام آپوپتوزي رگ س ــخص مي  توليد اجس مش

فســفاتيديل ســرين به ســمت بيرون چرخش  .)9(گردد 
كه شــودغشــاي پلاســمايي مانع بروز پاســخ التهابي مي

 فرايند آپوپتوز .)10(مشخصه مرگ سلولي نكروز است 
 و رهاي مشخصمسي از سلولي مسيرهاي تمام مانند هم

ــط ــود.   مي القا خاص محرك هاي  توس ــير ش دو مس
سلول هاي پستانداران آپوپتوز كه بيشترين مطالعه را در 

ــته واســطه گيرنده مرگ (مســير اند، يكي مســير بهداش
خارجي) است كه باعث فعال كردن اين گيرنده بر سطح 

شا مي ست كه بهغ سير داخلي ا سطه شود و ديگري م وا
  . )11(دهد از ميتوكندري رخ ميهايي سيگنال

 در مسـيرداخلي القاء آپوپتوز هاي احتمالي مكانيسـم
ــــدن منفــذ بــاز :از عبــارتنــد  نفوذپــذيري انتقــال ش

ـــيتوكروم  ميتوكندريايي، ـــدن س ـــكيل  Cآزاد ش وتش
ــدن ــپاز  كمپلكس آپوپتوزوم وفعال ش ــبب  كه 9كاس س

ــپازهاي اجرايي مي گردد و در ــدن كاس  نتيجه فعال ش
ل عم خود ســـوبســـتراهاي روي اجرايي كاســـپازهاي

. در اين ميان گيرد مي صورت آپوپتوز فرايند و نمايندمي
سپاز ستي 3نقش كا سپازهاي بالا د كه درپايين دست كا

شروع كننده و در هر دومسير داخلي و خارجي ديده مي 
ــپاز ــت.كاس ــود حائز اهميت اس كيلو  32از زيموژن  3ش

به اجزاء  تاٌ  هاي كه ن ـــده  ـــاخته ش  12و  17دالتوني س
ست شك شكل فعال كيلودالتوني  شود تا  ه و بازآرايي مي 

  . )11(به دست آيد  3كاسپاز
 متعلق بــه خــانواده )Artemisiaا ( درمنــهجنس 

ــه ــتراس  آنتميدهترين جنس  و بزرگ )Asteraceae( آس
)Anthemideae( ـــد كه داراي مي گونه  500حدود باش

ـــلي اين  ـــياي مركزي  گياهاســـت كه تمركز اص در آس
ــــدمي ــاش  و هــا گونــه داراي درمنــه. جنس )12( ب

لف هــايرويشـــگــاه خت لف در م خت م نيــا نقــاط   د
 اســـتپي تا آلپي مناطق از جنس اين هايگونه.اســـت
 ساير همانند ايران در نيز درمنه گياه .باشند مي گسترده

سيعي پراكنش داراي دنيا نقاط ست و  در كه طوري به ا
 صحاري تا گرفته هيركاني از كشور رويشي كليه مناطق

 از هايي گونه توان مي توراني و ايراني نواحي و سندي -
   .)13( نمود را مشاهده آن

 جمله از بيولوژيك هاي از فعاليت وسيعي طيف داراي
 ضــدميكروب، هپاتوتوكســيك، -آنتي ســيتوتوكســيك،

ـــدباكتري، ـــدمالاريا، ض ـــدانگل، دض ـــدقارچ، ض  ض
سموميت شد آنتي فعاليت و ضدم سيداني مي با  ،14( اك

صلي . از تركيبات)15 سانس ا  است كه   كامفور درمنه ا
سيار بوده، مونوترپنوئيد هاي كتون جزو ست،  رفرا ب  به ا

ساني  و دارويي مصارف و جهت شود مي پوست جذب آ
  .)16( دارد كاربرد صنعتي

نتايج مطالعات گذشــته نشــان داده اســت كه عصــاره 
ـــتي داراي  نه دش هاي مختلف درم مت  ـــ تاتولي قس م

-MCF سرطان پستان  كسيك بر سلولوخاصيت سايتوت
7  )Michigan Cancer Foundation-7 (باشدمي )17( .

ـــين وجود آلفــا پينين، بتــا پينن،  در مطــالعــات پيش
، ليمونن و ميرســن موجود در درمنه  عامل Dجرماكرين

ساني،  سينه ان سرطان  سلول هاي  شد  احتمالي مهار ر
. همچنين يوپاتلين )18( كبد و ملانوما گزارش شــده اند

ـــياتيكا آرتميزياموجود در از ) Asiatica )Artemisia آس
 عوامل القا كنننده آپوپتوز در سلول هاي پروميلوسيتيك

)HL-60ست شده ا شناخته  سرطان معده  . در )١٩( ) و 
تركيب مشخص شده است كه  31اسانس درمنه دشتي 
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درصـــد)، 8/19( درصـــد)، بتا توجون2/87( هامونوترپن
سينئول4/6( درصد)، آلفا توجون5/19( كامفر  درصد) و 

سانس گياه را 7/5( صد ا شترين در صد) به ترتيب بي در
با توجه به مطالعات صـــورت  ).20( هنددتشـــكيل مي 

يدها و فلاونو يدهاي موجود درگرفته ترپنوئ نائ  آرتميزياآ
)Artemisia annu ( سلول سميت بر چندين رده  داراي 

ستند سان ه آرتيمزينين يكي از  ).22، 21( سرطاني ان
سسكوئي ترپن هايي است كه در گونه هاي مختلف اين  

ـــرطاني آن در ـــد س محيط گياه وجود دارد و فعاليت ض
بت شـــده اســـت برون تني و درون تني اثر  ).22( ثا

ـــلول هاي آر تميزين موجود در اين گياه بر روي رده س
ــرطاني مانند  ــي قرار گرفته  MSV-HL13س مورد بررس

و همكاران اثرات آپوپتوزي  وواست .همچنين در مطالعه 
عليه ســلول اندوتليال وريد اومبليكال گزارش  اآناآرتيمزي

پاسخ پلئوتروپيك آن در سلول هاي سرطاني  ).23( شد
ـــلو ـــد س هار رش مل م ـــا عت از ش مان ل، آپپتوزيس، م
پاســخ ســلولي و كاهش آنژيونزيس، تخريب مهاجرت 

سته اي  شدگيرنده هاي ه  ضد اثر .)25 ،24( مي با
 HpG سرطاني هاي سلول روي بر گياه اين سرطاني

ست شده ا ست كه  ).26( گزارش  شده ا شخص  م
آرتميزينين و مشتقات فعال آن قادر هستند فعاليت 

سلول هاي ضي  ستاز را در بع سرطاني  آنژيوژنز و متا
سرطاني و  چن ھووان مهار كنند. ضد  و همكاران اثرات 

ضد آنژيوژنيك آرتيميزينين  و هيدروكسي آرتيميزينين 
 JARسرطان رحم،  Helaرا در رده سلول هاي سرطاني 

ترانسورسال جنيني سرطان  RDسرطان كوريون رحم ، 
سنجيدند. HO-8910 و شد  سرطان تخمدان  شخص  م

هر دو نوع ماده اثرات ضــد ســرطاني عليه همه رده هاي 
 تر بود اما هيدروكســي آرتيميزينين قوي ،ســلولي دارند

)21(.  
سط  آپپتوز القاي اثرات ارزيابي مطالعه اين از هدف تو
 Artemisia( آرتميزيا ســيبري گياه هيدروالكلي عصــاره
sieberi (گاريس يا ول  بر) Artemisia sieber( وآرتميز

 مي  B16 ي ملانوماي موشــيســرطان هاي ســلول روي
   باشد.

شكي  شكرتقدير و ت شگاه علوم پز سيله از دان بدين و
خاطر  به  ـــيراز  قدرداني ش مالي از اين طرح  يت  ما ح

  .)10474-07-01-94(گرنت شماره:  شودمي
  

 كار روش
ــــاره هيــدروالكلي بــه روش  تهيــه گيــاهــان و عص

ـــيون ـــيبري: پركولاس ياس ياه آرتميز نه از گ  يك نمو
Artemisia sieberi Besser)  (   از يكي از عطاري هاي

سطح شهر خريداري شده و براي شناسايي به دانشكده 
ــنتي انتقال يافت. براي دا ــازي س ــازي، گروه داروس روس

 Artemisia )مقايسه نمونه اي از گياه آرتميزيا ولگاريس
vulgaris) L  ـــكده هان دارويي دانش يا باغچه گ كه در 

كاشــته شــده نيز برداشــت شــده و به كارشــناس ارشــد 
يد جنس و  تاي طه جهت  هان دارويي در گروه مربو يا گ

ـــد. براي  ـــده گونه تحويل داده ش هر دو گونه ذكر ش
شد كه  صاص داده  شماره اخت سايي  شنا جداگانه بعد از 

  باشند.مي  991و  PM-921به ترتيب 
شدن با آسياب مورد  نمونه هاي مورد نظر بعد از خرد 
شده براي عصاره  عصاره گيري قرار گرفتند. روش اتخاذ 
گاه  ـــت ـــيون و دس ها، روش پركولاس نه  گيري از نمو

با اين روش عمل عصــاره گيري به پركولاتور مي باشــد. 
ـــتگاه  ـــود. در انتهاي ظرف دس طور كامل انجام مي ش
شده كه به وسيله آن مي  شير مناسبي تعبيه  پركولاتور 
شده را تنظيم كرد.  صاره تهيه  سرعت ع توان به خوبي 
در ابتدا در انتهاي ظرف مقدار مناســبي پنبه قرار داده و 

شده توسط 5/2سپس  آسياب برقي  كيلوگرم گياه پودر 
را با ترازو وزن  و به پركولاتور انتقال داده شــده اســت و 
ســپس يك كاغذ صــافي مرطوب شــده با حلال متانول 
شه اي  شي شد و چند گلوله  سطح گياه قرار داده  روي 
ياه  جا شـــدن ذرات گ به  جا  تا از  روي آن قرار داده 

به ميزان  تانول  يد. آرام آرام م به عمل آ  5/3جلوگيري 
ضافه كرده تاليتر ب حلال به طور يكنواخت در كل  ه آن ا

شانده  سطح پركولاتور را پو توده گياهي نفوذ كند. روي 
و ســپس درب ظرف بســته شــد. عمل عصــاره گيري به 

روز ادامه داشــت و شــير پركولاتور را باز كرده و  3مدت 
سرعت تقريبي  صورت قطره قطره با  صاره به   15تا 10ع

گرديد. عصاره هايي كه در ابتدا قطره در دقيقه استخراج 
شوند غليظ تر اما به تدريج رقيق  از پركولاتور خارج مي 
تر و شفاف تر مي شوند. عصاره هاي به دست آمده جمع 
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آوري و حجم آن ها يادداشـت شـد و تحت شـرايط خلا 
شده در  صاره هاي تغليظ  شد و ع سط روتاري تغليظ  تو

ش ستفاده نگهداري  دند. راندمان دماي يخچال تا زمان ا
ـــيبري و آرتميزيا ولگاريس به  عصـــاره هاي آرتميزيا س

  وزني مي باشد. -درصد وزني 5/4و  5/5ترتيب 
در اين : B16ملانوماي موشـــي   هايكشـــت ســـلول

 B16هاي ملانوماي موشــي با نام لمطالعه از رده ســلو
سلول هاي  ستفاده گرديد.  از بانك  Murine B16-F10ا

در اين مطالعه از  .خريداري شــد (NCBI)ســلولي ايران 
ــــت   FBS ،1% %10حــاوي  DMEMمــحــيــط كش

 (PEST)اســترپتومايســين -بيوتيك پني ســيلينآنتي
سلول ستفاده براي رشد  شد. انكوباتور مورد ا ستفاده  ها ا

ـــيدكربن، دماي دي 5%داراي  ـــانتي گراد 37اكس و  س
   است. %95رطوبت 
زرد  هاي تترازوليومدراين تست كريستال: MTTتست 

سلول MTTرنگ سيگمادر ميتوكندري  شركت  هاي از 
شود. زنده احيا شده و به فورمازانارغواني رنگ تبديل مي

سلول شد ميزان ها فعالهرچه  شتر با شان بي تر و تعداد
ست. جذب نوري رنگ ارغواني  شتر ا شده بي رنگ ايجاد 

شده در طول موج   ستفاده  490-540ظاهر  نانومتر با ا
  شود. گيري ميزا ريدر اندازهاز دستگاه الي

تايي ســيد 96براي انجام آزمايش ســلول ها درپليت 
ــده وبه مدت  ــاعت در دماي  24ش ــانتي گراد 37س  س

هاي انكوبه شدند. بعد از اتمام زمان انكوباسيون با غلظت
گرم/ميكروليتر) ميلي 01/0تا  03/0مختلف عصاره گياه (

. ســپس به به عنوان گروه كنترل تيمار شــدند DMSOو
ــاعت ديگردر دماي  24مدت  ــانتي گراد انكوبه  37س س
 شدند.

ست  شرح بر  MTTپس از اتمام زمان تيمار، ت به اين 
ـــلول   5/0با غلظت نهايي  MTTها انجام گرفت. روي س

ـــت رويي  ـــد. محيط كش ميلي گرم/ميلي ليتر تهيه ش
سپس چاهك شده،  سمپلر تخليه  سيله  ها به آرامي به و

شدهميكروليتر  150 ها به چاهك MTT از محلول آماده 
ــده و پليت به مدت  ــافه ش ــاعت در دماي   4اض  37س

شد سانتي گراد سيله .انكوبه  شت به و سپس محيط ك
سلول ساعت در محيط  1ها را به مدت سمپلر خارج و 
ـــانتي گراد) انكوبه كرده تا  25تاريك و دماي اتاق ( س

ــپس چاهك ــوند. س ر ميكروليت 200ها كاملاً خشــك ش
DMSO  شده و جذب در طول موج ضافه  به هر چاهك ا

شد  540 سپكتروفتومتر خوانده  ستگاه ا نانومتر توسط د
)27(. 

سيتوكروم  ميزان آزادسازي : Cاندازه گيري آزادسازي 
يتوكندري به ســيتوزول توســط كيت از م Cســيتوكروم 

شركت سي  از  سيتوكروم  ساني  و   Abcam الايزاي ان
ـــد. اين كيت براي ارزيابي  جام ش طبق پروتكل ذيل ان

بيوتين   انسـاني براسـاس تكنولوژي Cكميّ سـيتوكروم 
ستفاده مي ساندويچ ا شود و با روش آنتي بادي دوگانه 

له جام ميدو مرح كه در آن محلولاي ان ـــود  به ش ها 
ـــازي احتياج دارند. از اين كيت  كمترين ميزان رقيق س

ـــيتوكروم مي ندازه گيري س نه Cتوان براي ا هاي نمو
سلولي، قسمت سرم، پلاسما، عصاره  ساني  شناور ان هاي 

 كشت سلولي و ديگر سيالات بيولوژيكي استفاده كرد.
شــود. در اين كيت از متد ســاندويچ اليزا اســتفاده مي

ــا آنتيپليــت ميكروالي بــادي زا موجود در اين كيــت ب
سيتوكروم  ست. نمونه Cمخصوص  شده ا شانده  ها يا پو
ــتانداردها به چاهك ــب از پليت ميكرواليزا اس هاي مناس

شوند. سپس بادي به خصوص تركيب مياضافه و با آنتي
بادي شـــناســـاگر بيوتينيله  مخصـــوص براي يك آنتي

صــورت  به Avidine-HRP conjugateو  Cســيتوكروم 
به  فه و انكو ـــا يت اض چاهك ميكروپل به هر  پي در پي 

ــته و دور ريخته ميمي ــس ــود. اجزاي آزاد ش ــوند. ش ش
ــافه مي ــترا به هر چاهك اض ــوبس ــود. فقط محلول س ش

، آنتي بادي شناساگر Cهايي كه حاوي سيتوكروم چاهك
ستند به رنگ  Avidine-HRP conjugateبيوتينيله و  ه
ــترا با افزودن يك -آنزيمآيند. واكنش آبي در مي ــوبس س

ــيد خاتمه مي ــولفوريك اس يابد و به رنگ زرد محلول س
ـــود. جــذب نوري تبــديــل مي ـــيلــه  (OD)ش بــه وس

گيري نانومتر اندازه 450±2اسپكتروفتومتر در طول موج 
ــود. مقدار مي ــيتوكروم  ODش ــب  Cبا غلظت س متناس

سيتوكروم است. مي موجود در نمونه را با  Cتوان غلظت 
  نمونه و استاندارد محاسبه نمود.  ODقايسه م

ندازه پازا ـــ كاس يت آنزيم  عال يت مورد : 3-گيري ف ك
ــپاس  ــت كيت كاس ــتفاده در اين تس ــركت  3اس  از ش

Abcam سته به سپاز واب سنجي ، فعاليت كا به روش نور
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DEVD )Asp-Glu-Val-Asp ــپاز) را ــتراي كاس ــوبس س
ــايي مي ــناس ــتراي  DEVDكند. وقتي كه ش ــوبس از س

يا كاسپازهاي  3به وسيله كاسپاز  DEVD-pNAاندار نش
شر نور مرتبط جدا مي تواند توسط آزاد مي pNAشود، ن

ـــپكتروفتومتر در طول موج  نانومتر  400يا  405يك اس
ـــه جذب اندازه ـــود. با مقايس آزاد با يك  pNAگيري ش

توان افزايش فعاليت كاسپاز نمونه آپوپتوزي و كنترل مي
  كرد.  گيريرا اندازه 3

ندازه ماليز كردن دادها ظت پروتئين و نر : هاگيري غل
ندازه به روش بيوراد ا نه  ظت پروتئين هر نمو گيري غل

ـــود و براي هركــدام از فــاكتورهــايي كــه مورد مي ش
ندازه ظت ا با غل يت  عال فت ميزان آن ف گيري قرار گر

، Bio-radگردد. ارزيــابي پروتئين پروتئين نرمــاليز مي
ساس روش بر ساس برا ساده و دقيق بر ا شي  ادفورد رو

ـــنجي براي اندازه گيري غلظت پروتيئن محلول رنگ س
سيدي به محلول  شامل افزودن رنگي ا ست. اين آزمون  ا
پروتئيني و ســپس خواندن جذب به وســيله دســتگاه 

سپكتروفتومتر مي شده با ا سه جذب خوانده  شد. مقاي با
ـــتاندارد، اندازه نســـبي غلظت پروتئ ين را به منحني اس

  .)28(دهد دست مي
ماري ناليز آ ها و آ عد از جمع: جمع آوري داده  آوري ب

ها با اســتفاده از برنامه كامپيوتري گراف پد پريزم ، داده
ست تي همراه آزمون آماري  آنوواي يك طرفه و آزمون ت

ـــه گروه ـــت توكي  براي مقايس هاي مورد آزمايش تس
يد. اختلاف بين گروه فاده گرد ـــت با اس طه  ها در هر نق

05/0p< شود.دار تلقي ميمعني  
    
  هايافته

ـــاره هيدروالكلي آرتميزيا  ـــته به دوز عص اثرات وابس
صد  ستين  بر روي در سيبري /ولگاريس و فلانوئيد كوئر

 هايغلظت اثر بررســي براي ):MTTبقاء ســلولي(تســت 
ـــيبري، آرتميزيا ولگاريس و  مختلف گياهان آرتميزيا س

 تقســيم كاهش يا افزايش روي فلاونوئيد كوئرســتين  بر
شت هايسلول سلولي، شده  پروتكل طبق شده ك ذكر 

سيون كاهش يا افزايش و شد تيمار  پس سلولي پروليفرا
سيله ساعت 24 از ست به و  540 موج طول در MTT ت

  .)1شد (شكل  بررسي نانومتر
آرتميزيا سيبري   IC50با توجه به نتايج حاصله ميزان 

 ميكرو گرم/ميلي ليتر محاسبه شد. 480

  
 

 هاي مختلف گياه آرتميزيا سيبريي در غلظتمرگ سلول درصد -1شكل 
 >p 001/0 *تفاوت معني داري با گروه كنترل**
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مده  به دســـت آ تايج  به ن جه  يا  IC50با تو آرتميز
شد (.  5ولگاريس سبه  شكل  ميلي گرم/ميلي ليتر محا

 500فلاونوئيد   C50با توجه به نتايج به دست آمده  ).2
 ).3كرو گرم/ميلي ليتر محاسبه شد (شكل مي

ـــاره هيدروالكلي آرتميزيا  ـــته به دوز عص اثرات وابس
: Cســـيبري /ولگاريس بر روي آزادســـازي ســـيتوكروم 

ـــيتوكروم  به  Cميزان آزادســــازي س ندري  از ميتوك
 Human Cytochrome C ELISA kitسيتوزول توسط 

 ساعت بر روي 24و طبق پروتكل شرح داده شده پس از 
شده انجام گرفت و سلول شده و تيمار  هاي كشت داده 

ميزان جذب نوري توســـط دســـتگاه اليزا ريدر در طول 
  نانومتر خوانده شد.  450موج 

  
 هاي مختلف گياه آرتميزيا ولگاريسدرصد مرگ سلولي در غلظت -2شكل 

  >p 001/0 *تفاوت معني داري با گروه كنترل**
 

  
  هاي مختلف فلاونوئيد كورستيندرصد مرگ سلولي در غلظت -3شكل 

 >p 01/0 وت معني داري با گروه كنترل*تفا*
 >p 001/0 *تفاوت معني داري با گروه كنترل**
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مشــاهده مي شــود  هر دو  4همان طور كه در شــكل 
ـــبت به گروه كنترل منفي تفاوت معني داري  گروه نس

ي ميلي گرم/ميل 5داشــتند. آرتميزيا ولگاريس با غلظت  
 cليتر داراي اثرتقريبا دو برابري در آزادسازي سيتوكروم 

سيبري نيز با غلظت >001/0pداشت (  48/0). آرتميزيا 
ـــبت به گروه كنترل منفي  ميلي گرم/ميلي ليتر نيز نس

 ).>01/0pداشت ( cاثربيشتري در آزادسازي سيتوكروم 
ـــته اثرات ـــاره دوز به وابس  آرتميزيا هيدروالكلي عص

ـــيبري گ/ س پاز  روي بر اريسول ـــ كاس عاليت آنزيم   3ف
 3گيري فعاليت آنزيم كاسپاز به منظور اندازه: سيتوزولي

اســـتفاده و  caspase-3 assay kitســـيتوزولي از كيت 
هاي ســـاعت بر روي ســـلول 24مراحل آزمايش پس از 

  
  Cاثرات گياهان آرتميزيا سيبري و ولگاريس بر روي آزادسازي سيتوكروم  -4شكل 

 >p 01/0 *تفاوت معني داري با گروه كنترل*
 >p 001/0 *تفاوت معني داري با گروه كنترل**

  

  
  3ن آرتميزيا سيبري و ولگاريس بر روي ميزان فعاليت آنزيم كاسپازاثرات گياها -5شكل 

 p> 001/0 تفاوت معني داري با گروه كنترل***
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شده با غلظت هاي مشخص آرتميزيا كشت داده و تيمار 
ــا غلظــت ـــيبري(ب ليتر) و  ميلي گرم/ميلي 48/0  س

به عنوان  DMSOميلي گرم/ميلي ليتر) و    5ولگاريس(
في، داروي ن م ترل  ن تر 25 ك ي ل لي  ي م گرم/ كرو  ي    م

Doxorubicin  كل بت طبق پروت به عنوان كنترل مث
سپس جذب در طول موج  صورت گرفت.   690مربوطه 

ـــد كه نتايج پس از آناليزهاي آماري  نانومتر خوانده ش
  باشد.طبق شكل زير مي

شكل هم شاهده مي 5ان طور كه در  شود، افزايش م
ـــپاز  ميلي  48/0 در غلظت 3معناداري در فعاليت كاس

ـــيبري و  به آرتميزيا س ميلي   5گرم/ميلي ليتر مربوط 
گرم/ميلي ليتر مربوط به آرتميزيا لگاريس وجود داشــت 

)0001/0p< .(  
 

  بحث 
استفاده از گياهان در درمان سرطان ها داراي تاريخچه 

كه بيش از طولا ـــت  كه در  3000ني اس ياهي  نه گ گو
شــوند، گزارش شــده اند. از درمان ســرطان اســتفاده مي

ـــه با  جمله اين گياهان مي توان به خانواده هاي ليلياس
ـــين و آلوين -ماده موثره ي آلين آلوئه امودين و –آليس

ماده موثره ي كوركومين با  يل   ترمرون اشـــاره -زنجب
  نمود.

ـــاره آپپتوز القاي تدر اين مطالعه اثرا ـــط عص  توس
ـــيبري وولگاريس هيدروالكلي  روي بر گياه آرتميزيا س

  بررسي شد.  B16سرطاني ملانوماي موشي  هايسلول
نتايج مطالعات گذشته نشان داده است كه مواد موثره 

سلول هاي   درمنه سايتوتكسيك برروي  داراي خاصيت 
سرطان  )MCF-7  )17 سرطاني من جمله سلول هاي 

سيتيك ( سلول هاي پروميلو ساني، كبد،  ستان ان -HLپ
ــلول 60 ــرطاني معده و چندين رده س ــلول هاي س )، س

شند  ساني مي با . آرتيمزينين يكي )22 ،21(سرطاني ان
ست كه در گونه هاي مختلف  سكوئي ترپن هايي ا س از 

  اين  گياه وجود دارد و فعاليت ضد سرطاني آن در
شده  ست محيط هاي برون و درون تني ثابت  -22(ا

. مشــخص شــده اســت كه آرتميزينين و مشــتقات )26
ــتاز را در  ــتند فعاليت آنژيوژنز و متاس فعال آن قادر هس

سرطاني مهار كنند  سلول هاي  ضي  . درمطالعه )21(بع

ــرطاني آرتيميزينين برروي دو رده  ــد س اي ديگر اثر ض
ما ( ـــلولي ملانو ـــي و A375P and A375Mس )  بررس

 alpha v beta 3مشــخص شــد با مكانيســم مهار بيان 
integrin خاصــيت ضــد  2و كاهش توليد متالوپروتيناز

  .)29(توموري دارد 
صاره دوگياه  سي اثر ع ضر به منظور برر در مطالعه حا

ــرطاني  ــلولي س ــده بر رده س هاي آزمايش B16ذكر ش
ست  شامل ت سي القا مر MTTمختلفي  گ به منظور برر

سلول سيبري بر رده  صاره  گونه  سط ع هاي سلولي  تو
B16   ــــازي ــدازه گيري  ميزان آزادس و همچنين ان

سپاز  Cسيتوكروم  شكل 3و كا -1هاي صورت گرفت (
5.(  

نشــان داد كه عصــاره هيدروالكلي  MTTنتايج تســت 
يا  ياه آرتميز يك دهم گ ظت  با غل ـــيبري  يا س آرتميز

شابهي بر روي در شي م صد زنده ماندن ولگاريس اثربخ
سلولي داشته است. لذا، مي توان چنين نتيجه گرفت كه 

سيبري به ظاهر  برابر قدرت اثربخشي  10گياه آرتميزيا 
  بيشتري نسبت به آرتميزيا ولگاريس دارد.

ــتين  به عنوان كنترل  ــت فلاونوئيد كوئرس در اين تس
اســـتفاده شـــد با توجه به اينكه كوئرســـتين در غلظت 

شده توا شته و از طرفي نتايج محاسبه  نايي اثربخشي ندا
MTT  ـــيبري به هم نزديك ـــتين  و آرتميزيا س كوئرس

ست كه محتواي فلاونوئيدي به تنهايي  بودند، محتمل ه
سوي ديگر مي  سايتوتوكسيك نباشد. از  عامل ايجاد اثر 
ـــزكوئي ترپن لاكتون  دانيم آرتميزينين به عنوان يك س

ـــيبري غلظت خيلي كمي  كه نمي در آرتميزيا س دارد 
تواند اثربخشــي داشــته باشــد. در كل مي توان نتيجه 
ـــتيك  كانيس ند م با رو بات ديگري  گرفت مجموع تركي
به طور  ـــتين   ند اثر كند ولي كوئرس متغير ديگري بتوا

نمي تواند   MTTقطع به دليل نتايج حاصـــل از تســـت
  اثرگذار باشد.

ــيتوكروم  ــيتوزولي س ، كه Cدر نتايج تســت غلظت س
ـــير توانمي ـــدن مس د به عنوان نمادي از ميزان فعال ش

ــود، مجدداً گياه آرتميزيا  داخلي آپوپتوز درنظر گرفته ش
ــيبري با غلظتي معادل  گياه آرتميزيا ولگاريس  1/10س

اثربخشــي مشــابهي نشــان داد. گرچه ميزان آزادســازي 
ســيتوكروم ســي توســط گياه ولگاريس نســبت به گياه 
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ـــتر بود، اما هر دو گ ـــيبري بيش ياه تفاوت معناداري س
هاي نســبت به كنترل منفي از خود نشــان دادند (شــكل

). با توجه به اينكه فعال ســازي ســيتوكروم ســي 1-3
بيانگر شــروع آبشــار داخلي آپوپتوز مي باشــد، مي توان 
ـــير القاء آپوپتوزيس  ـــت كرد كه مس اين نتايج را برداش

  توسط اين دو گياه از مسير داخل سلولي مي باشد.
ـــيبري بر در ا دامه مطالعه تاثير گياهان ولگاريس و س

مورد بررسي قرار گرفت. با توجه  3ميزان فعاليت كاسپاز 
ــت  ــت نيز مانند تس ــت آمده در اين تس به نتايج به دس
ســيتوكروم ســي هر دو گياه تفاوت معناداري نســبت به 
ــته، اما ميزان تفاوت در گياه ولگاريس  كنترل منفي داش

سيبري سبت به گياه  ست. همچنين در  ن شتر بوده ا بي
سين) گياه  سوروبي سه با كنترل مثبت (داروي دوك مقاي
ولگاريس تفاوت معنادار بيشتري داشته است در صورتي 
سيبري  سيبري و كنترل مثبت،  سه ي گياه  كه در مقاي
ـــبت كنترل مثبت اثربخشـــي كمتري در ميزان  به نس

  داشته است. 3فعاليت كاسپاز 
  

  گيرينتيجه
اصله از تست هاي اندازه گيري فعاليت كاسپاز نتايج ح

ستنتاج را ايجاد  3 سي، اين ا سيتوكروم  و ميزان غلظت 
مي كند كه گياه ولگاريس نســبت به ســيبري در هر دو 
تست تفاوت معنادار بيشتري در مقايسه با كنترل منفي 

سپاز  ست كا شته  3و در ت سه با كنترل مثبت دا در مقاي
اسـت كه توانايي بيشـتري در اسـت و از اين رو محتمل 

ــيبري  ــه با گياه س ــير داخلي آپوپتوز در مقايس القاء مس
ـــد. باش ته  ـــ له مي داش ـــ حاص تايح  به ن توان با توجه 

گرفت كه مســـير القاء مرگ توســـط اين دو گياه نتيجه
  باشد.درون سلولي و ميتوكندريايي مي

 
  شكرتقدير و ت

شيراز به خ  شگاه علوم پزشكي  اطر بدين وسيله از دان
ـــود قدرداني مي ش مالي از اين طرح  يت  ما نت  ح (گر

  .)10474-07-01-94شماره: 
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