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 يسرطان يسلول ها يرو Taxolو  Artemisia absinthiumعصاره  يياثر هم افزا يبررس
  يو متاستاز يآپوپتوز يژن ها انيسطح ب راتييو تغ) AGS يرده سلول(معده 

  1خديجه نژاد شاهرخ آباديو  *1،2 ، جواد بهارآرا1فيروزه فروغي
 شناسي تزيس ه، واحد مشهد، گرواسلاميمشهد، دانشگاه آزاد ، ايران 1

  جانوري كاربردي تكوينمركز تحقيقات بيولوژي  واحد مشهد، ،اسلاميدانشگاه آزاد  مشهد، ،ايران 2

  24/6/1400:تاريخ پذيرش  20/3/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

ن گياهامهم  هايگونه از Artemisia absinthium .رودياز سرطان در جهان به شمار م يناش علتّ مرگ نيسرطان معده دوم
 .A متانولي عصاره ييدر مطالعه حاضر توانا. باشدكه داراي خواص ضد التهابي و ضد ويروسي مي است Artemisiaجنس 

absinthium يدر رده سلول يآپوپتوز و مهار مهاجرت سلول يالقا يبا تاكسول بر رو بيو در ترك ييبه تنها AGS ) دودمان
 يبر رو تاكسولبا  A. absinthiumكاربرد توأم عصاره  كيتوتوكسياثر س سيبراي برر .بررسي شده است) يسرطان معده انسان

و  DAPI يزيرنگ آم از ماريتحت ت هايآپوپتوز در سلولي بررس جهتشد؛  استفاده MTT آزمون از AGSهاي سلول ريتكث
 يهاژن انيب زانيدر م راتييتغ از تست مهاجرت سلولي استفاده شد؛ ر ضد تهاجمياثو براي بررسي  يتومريفلوسا زيآنال

هاي كمي حاصل داده .شد يبررس Real-time PCR تكنيك با "MMP-2,9"ي و متاستاز "p53 – Caspase-3,9"ي آپوپتوز
نشان داد كه  MTTحاصل از آزمون  جينتا. تحليل گرديد "p< 0.05"در سطح معني داري  "ANOVA"توسط آزمون آماري 

 كند،يمهار م را به صورت وابسته به غلظت AGS هاي سرطانيسلول ريتكث سولتاكبا  A. absinthiumعصاره  بيترك
در  كيآپوپتوت هايدرصد سلول شينشان دهنده افزا يتومتريفلوسا جيو نتا DAPIحاصل از روش  كيمشاهدات مورفولوژ

 Real-time نتايج .دادرا نشان  AGSي هاسلول يتهاجم ليكاهش پتانس يتست مهاجرت سلول جينتا؛ بود يماريت هايگروه

PCR ي ماريت هايدر گروه هاي متاستازيي و كاهش ژنآپوپتوز هايژن انيب شيافزاگر بيان)p< 0.05( نيحاصل از ا جينتا .بود 
 يو باعث القا كنديرا مهار م AGSرده  هايسلول ريبا تاكسول، تكث A. absinthiumپژوهش نشان داد كه كاربرد توأم عصاره 

  .دشومي هاسلول نيدر او مهار توانايي مهاجرت آپوپتوز 

  ؛ تاكسول؛ آپوپتوز؛ متاستازArtemisia absinthiumسرطان معده؛  :هاي كليديواژه

  baharara78@gmail.com: الكترونيكي ، پست 05138437092:  مسئول، تلفن نويسنده *

 مقدمه

در انواع مختلف سرطان ها  يو مولكول يسلول يرهايمس
 يها يژگيو يمتفاوت هستند، اما همه انواع سرطان دارا

سرطان  ياصل يباشند، كه به عنوان نشانه ها يمشابه م
متاستاز،  ييتوانا يسرطان يشوند؛ سلول ها يشناخته م

و حمله به سلول ها و بافت  ، تهاجم)ييرگ زا( وژنزيآنژ
رشد را به  يها گناليسلول ها س نيرا دارند؛ ا اورمج يها

 يكنند و به آن ها پاسخ م يم ديصورت خود مختار تول
 كيو آپوپتوت يمهار يها گناليبه س يدهند و از طرف

عملكرد در  نيدهند؛ ا يپاسخ نم يبه سلول سرطان دهيرس
 يب ريحدود و تكثمنجر به رشد نا م يسرطان يسلول ها

منحصر به  يها يژگيو نيا ).12( شود يسلول ها م هيرو
باعث پخش شدن سلول ها در  يسرطان يفرد سلول ها
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رساندن به بافت ها و دشوارتر شدن  بيسراسر بدن و آس
-يقلب يها يمارياز ب بعد ).12(شوند  يروند درمان م

سراسر  در ريمرگ و م يت اصلعلّ ني، سرطان دوميعروق
ان است و در ايران نيز سومين عامل مرگ و مير به جه

شود در  يزده م نيتخم؛ همچنين )5و  4(حساب مي آيد 
تعداد موارد گزارش ابتلا به سرطان، در حدود  2035سال 

  .)3( شدداشته با شيدرصد افزا70

 ييسرطان، سلول ها توانا ژهيبه و ك،يپاتولوژ طيدر شرا
دهند كه  يز از دست ماز آپوپتو يمرگ ناش يخود را برا

 يمسلول هاي سرطاني  هيرو يب ريمنجر به تكثاين امر 
از حد  شيب انيب يغالباً دارا يسرطان يسلول ها؛ شود
در مقاومت  يهستند كه نقش مهم ييها نياز پروتئ ياريبس

 يها سميدارند، مكان كيتدر برابر فعال شدن آبشار آپوپتو
شده  يزيرنامه رشود سلول ها از مرگ ب يمختلف باعث م

را  يضد آپوپتوز يفرار كنند و در مقابل مولكول ها يسلول
از  ياريامروزه بس جهيدر نت ).18(كنند  انياز حد ب شيب

مجدد مرگ  يبر اساس راه انداز يدرمان يها ياستراتژ
 يسرطان يآپوپتوز در سلول ها ايشده  يزيبرنامه ر يسلول

  .)6(استوار است 

 هاي سرطاني از كه در طي آن سلوليندي است آمتاستاز فر
و در محل ديگري غير از محل  همنتشر شدتومور اوليه 
 جابه جايي سلول هاي سرطاني؛ كنند رشد مي تومور اوليه

، دليل اصلي مرگ و )متاستاز( به قسمت هاي ديگر بدن
درصد مرگ ناشي از 90حدود ( ميرهاي ناشي از سرطان

راحل جدايي، متاستاز شامل م .)18( است )سرطان
است و توسط مسيرهاي  چسبندگيتهاجم و  مهاجرت،

شده و تحت تأثير ماتريكس  تنظيم مختلف سيگنالينگ
ي ايجاد شده در جهش هاقرار دارد؛  خارج سلولي اطراف

، فعاليت آنزيم هاي دخيل در سلول هاي سرطاني مي توانند
تهاجم و مولكول هاي درگير در اتصالات سلول به سلول و 

، كه اين دهند را تغيير ل به ماده زمينه اي خارج سلوليسلو
امر به سلول هاي سرطاني اين امكان را مي دهد كه بتوانند 

از مكان اوليه خود حركت كرده و به ساير نقاط بدن 
  .)18( مهاجرت كنند

است كه شامل  دهيچيت پبا علّ يماريب كيمعده  سرطان
در حال حاضر ؛ متعدد است يكيژنت يو اپ يكيژنت راتييتغ

از ژن ها با  يوجود دارد كه جهش در تعداد يشواهد
سرطان ؛ خطر ابتلا به سرطان معده مرتبط است شيافزا

و دومين  عيمعده در جهان به عنوان چهارمين سرطان شا
از ابتلا به سرطان شناخته شده  يعامل مرگ و مير ناش

ز ا يناش ريعامل مرگ و م نيسرطان اول نيا؛ )5و  4(است 
را در  وزسرطان معده بيشترين بر؛ باشد يم رانيسرطان در ا

مردان و سومين رتبه را در ميان زنان پس از سرطان هاي 
 با وجود پيدايش. )4( دارد )روده بزرگ(كولون و  نهيس

 ،تكنيك هاي پيشرفته در عمل هاي جراحي سرطان معده
 د،آي به حساب مي كُشنده و خطرناكسرطاني  هنوز هم
؛ باشند از تومورهاي معده بدخيم مي درصد90حدود 

همچنين اين نوع سرطان مقاومت بالايي نسبت به داروهاي 
هاي درماني درماني ايجاد مي كند، در نتيجه استراتژيشيمي

شوند و نتايج مورد انتظار باليني حاصل مؤثر واقع نمي
 ).16( شوندنمي

 يميشدر ي مورد استفاده داروهارايج ترين تاكسول از 
 كي) با نام عمومي پاكليتاكسل( تاكسول مي باشد؛ يدرمان
 تيباشد، كه فعال يم دهيچيپ يبا ساختار يترپن يد بيترك

 ضد بيترك تاكسول يك ؛دارد يقابل توجه يضد تومور
باشد كه از پوست درخت  يم ياهيبا منشاء گ يسرطان
 يبه دست م "Taxus berevitolia. L"يبا نام علم ارسرخد

ها  كروتوبوليشدن م زهيمريتاكسول از دپل ).1( ديآ
شود كه تجمعات  يباعث م نتيجهكند در  يم يريجلوگ
كه باعث  نديدرآ داريساختار پا كيبه صورت  نيتوبول

د، شو يآن ها م يها و ناكارآمد كروتوبوليثبات در م جاديا
در اواخر  يباعث توقف چرخه سلولكه اين امر در نهايت 

شود  يم در سلول هاي سرطاني ء آپوپتوزو القا G2/Mفاز 
  ).14و  1(
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 يم ديرا تول ييايميش باتياز ترك يگسترده ا فيط اهانيگ
؛ شود يگفته م هيثانو تيمتابول باتيترك نيا بهكه  كنند

و تانن ها  ، رنگدانه هادهاي، فلاونوئدهاي، ترپنوئدهايآلكالوئ
 هينوثا يها تيمتابول؛ اين هستند باتيترك نيا ترين مهم
، يضد التهاباثرات مانند  ي متنوعيكيولوژياثرات ب يدارا

است كه  نيبر ا اعتقادي و غيره مي باشند؛ ضد سرطان
 كيتحر يها ميبا سركوب آنز اهانيگ ياثرات ضد سرطان

ضد  يها ميآنز ديتول كيتحر ،DNA مي، ترمنكننده سرطا
 ياثرات آنت يبدن و القا يمنيا شيتومور در سلول، افزا

 رييبه كارگ ؛ از اين رو)10( شود يم جاديا يدانيساك
به منظور مهار  ييدارو اهانيهمچون گ يعيطب باتيترك
 ؛يو القاي آپوپتوز در سلول هاي سرطان ييتومورزا نديفرآ

براي مقابله با سرطان  ديجد ياستراتژ كيامروزه به عنوان 
باشند  يكمتري م نهيو هز ياست كه داراي اثرات جانب

  .)10( ده استمطرح ش

متعلق به خانواده ) درمنه( Artemisiaگياهان جنس 
Compositae (Asteraceae) )يكي از ) ها خانواده كاسني

 500مي باشد؛ كه از حدود دارويي پركاربردترين گياهان 
گونه  34 رانيشده است، در ا ليگونه در سراسر جهان تشك

از  A. absinthiumوجود دارد؛  Artemisiaشناخته شده از 
گياهان ). 19و  13(جنس است  نيمهم ا يها نهجمله گو

به عنوان  ؛آنحاصل از  فعال تركيبات و Artemisia جنس
، يدانياكس ي، آنتايضد مالارضد سرطاني،  يداروها

ي و كروبيضد مي، ، ضد اسپاسم، ضد التهابكيتوتوكسيس
است كه عصاره ه تحقيقات نشان داد؛ شده اند غيره بررسي

فعاليت  داراي Artemisia هاي از گونه برخي
در شرايط آزمايشگاهي در  و اثر آپوپتوزي سيتوتوكسيكي

 حيواني سرطاني هاي سرطاني و مدل يهاي سلول رده برابر
تأثير در  سميت كم و حتي بيداراي  در مقابلباشد و  مي

 ).19و  13( باشد طبيعي مي هاي سلولبرابر 

 ي؛ به بررس2012ن در سال و همكارا Shafiدر اين راستا؛ 
و القاء  يسلول ريدر مهار تكث A. absinthiumنقش عصاره 

-MDA ي؛ دودمان هاسينه يسرطان يآپوپتوز در سلول ها

MB-231  وMCF-7 مطالعات نشان  نيا جيپرداختند، نتا
 يبر رو A. absinthiumعصاره  يريدهنده اثرات ضد تكث

در  يآپوپتوز يرهايو فعال شدن مس يسرطان يها ولسل
؛ 2013در سال Kim و  Choi  ).17(بود  يهر دو رده سلول

بر  را Artemisiaعصاره متانولي هشت گونه مختلف اثر 
 MCF-7رده  يانسان سينه نيسرطا يسلول ها ريتكثروند 

بررسي كردند و نشان دادند كه عصاره تمام هشت گونه 
Artemisia  باعث كاهش تكثير سلول هاي سرطاني مي

ضد  تيو همكاران فعال Lian؛ 2018در سال . )2(د شو
 "Artemisia vulgaris (mugwort)" اهيعصاره گ يسرطان

) يسرطان كولون انسان( HCT-15 يدر برابر رده سلول
به صورت  اهيگ نيكردند و نشان دادند كه عصاره ا يبررس

 يسلول ها يبر رو تياثر سم يوابسته به غلظت دارا
شود  يسلول ها م نياعث مهار رشد اباشد و ب يم يسرطان

)11.(   

عصاره  يياثر هم افزا هدف از اين پژوهش تجربي؛ بررسي
A. absinthium يسرطان يسلول ها يو تاكسول بر رو 

ژن  انيسطح ب راتييو تغ) AGS يرده سلول( انساني معده
و  "p53 - Caspase 3 - Caspase 9"ي آپوپتوز يها

 .ي باشدم "MMP-2 – MMP-9"ي متاستاز

  مواد و روشها
 AGSرده سلولي : AGSتهيه و كشت سلول هاي رده 

ايران  از انستيتو پاستور) سلول هاي سرطاني معده انساني(
)NCBICode: C131 (كشت  طيمحو در  تهيه شدRPMI  
"BIO-IDEA; Iran" درصد10 حاوي FBS "Gibco; 

USA"  پني - آنتي بيوتيك استرپتومايسيندرصد  كيو
؛ در فلاسك هاي مخصوص "BIO-IDEA; Iran"سيلين 

  .كشت سلولي؛ كشت داده شد

 .A اهيگ : A. absinthiumتهيه عصاره متانولي گياه 

absinthium (FUMH) ومياز هربار 45952 ييبا كد شناسا 
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براي تهيه عصاره متانولي شد؛  هيمشهد ته يدانشگاه فردوس
A. absinthium  و سپسخشك اندام هاي هوايي گياه ابتدا 

ميلي  10 گياه؛ گرم از پودر كيهر  يبه ازاسپس  ،شد پودر
 طيساعت در شرا 72ت و به مد شدمتانول اضافه ليتر 

 مدت نيا در طي ه شد؛اتاق قرار داد يو در دما تاريكي
 گذشت پس از ؛بار به خوبي هم زده شد 3 يمخلوط روز

صاف  نواتم كاغذ با استفاده از مخلوط حاصل ساعت 72
 Rotary" توسط دستگاهدر نهايت عصاره گيري و  شد

Evaporator" براي تهيه استوك اصلي جهت  ؛انجام شد
وزن  A. absinthium گرم از عصاره 001/0تيمار سلول ها، 

) DMSO(متيل سولفوكسيد  دي ميكروليتر  50شد و در 
"CARLO ERBA; France"  حل شد، سپس با محيط

جهت ساخت  ده شد؛كشت به حجم يك ميلي ليتر رسان
غلظت هاي تيماري از استوك اصلي از فرمول 

N1V1=N2V2 استفاده شد. 

 يجهت ساخت غلظت ها: تهيه محيط تيماري تاكسول
 "Neshat Darou; Iran"ي تاكسول از استوك اصل يماريت

  .استفاده شد N1V1=N2V2از فرمول 

 منظور به: جهت تعيين سميت سلولي MTT آزمون

بر تاكسول  و A. absinthium ره متانوليعصا تأثير بررسي
استفاده شد؛   MTTاز آزمون  AGSروي تكثير سلول هاي 

 از بعد سلول ها؛ عدد از 4×103براي اين كار ابتدا تعداد 

 ;BIO-IDEA"بلو  تريپان آميزي رنگروش  توسط شمارش

Iran"گذشت از بعد شد، داده كشت خانه 96 پليت يك در ؛ 

 ليمت  يد با AGS يسلول ها ها؛ لسلو كشت ساعت از 24
به ) A. absinthiumحلال عصاره ( "DMSO" ديسولفوكس

 ،50 غلظت هايو  )sham( يشگاهيعنوان گروه شاهد آزما
 500و  450، 400، 350، 300، 250، 200، 150، 100

غلظت و  A. absinthium عصارهميكروگرم بر ميلي ليتر از 
ميكروگرم  30و  25، 20، 15، 50/12، 10، 5 ،50/2 هاي

 24زمان بعد گذشت  شدند؛ تاكسول تيمار ازبر ميلي ليتر 
از محلول ميكروليتر  10از تيمار سلول ها، مقدار  ساعت

MTT  "Sigma-Aldrich; USA"  به محيط سلول ها
 4تا  3سلول ها براي مدت پليت كشت ، سپس شداضافه 

يي ، مايع روسپس قرار داده شد؛ساعت درون انكوباتور 
 ليمت  يد؛ ميكروليتر 80 و مقدار شدسلول ها را خارج 

 شد؛ در نهايتاضافه هر چاهك به ) DMSO( ديسولفوكس
منتقل  "EPOCH"پليت مربوطه به دستگاه اسپكتروفتومتر 

نانومتر قرائت  570در  نمونه ها شد و ميزان جذب نوري
  :شد محاسبه زير فرمول توسط زنده هاي سلول درصد .دش

ميانگين جذب نمونه / انگين جذب نمونه كنترل مي ×100
  درصد سلول هاي زنده= تيمار 

 .A اثر كاربرد توأم عصاره يبررس يبرا MTT آزمون

absinthium و تاكسول  

، AGSرده  يبعد از كشت سلول ها ز،يآزمون ن نيا يبرا
 .Aعصاره  يياثر هم افزا يبررس يسلول ها برا

absinthium يم زمان با غلظت هاو تاكسول، به صورت ه 
 .Aاز عصاره  تريل يليبر م كروگرميم 250و  200، 150

absinthium 10و  5، 50/2 يبه همراه غلظت ها 
شدند و بعد از  مارياز تاكسول ت تريل يليبر م كروگرميم

 باسلول ها  يبقا زانيم ماريساعت از ت 24گذشت زمان 
  .شد يبررس MTTروش 

تنها از  MTTاز آزمون بعد از مشخص شدن نتايج حاصل 
 300غلظت گروه هاي تيماري؛ يعني   "IC50"غلظت هاي 

؛ غلظت A. absinthiumاز عصاره  تريل يليبر م كروگرميم
 150از تاكسول و غلظت  تريل يليبر م كروگرميم 50/12
به همراه  A. absinthiumاز عصاره  تريل يليبر م كروگرميم

در ساير روش  ؛اكسولتاز  تريل يليبر م كروگرميم 5غلظت 
  .هاي آزمايشگاهي استفاده شد

 هسته آميزي براي رنگ: DAPIرنگ آميزي هسته اي 

 قطعه يا و تراكم ميزان بررسي آپوپتوز، بررسي ها، سلول

 و شده تيمار هاي سلول در هسته كروماتين شدن قطعه
 DAPI آميزي رنگ روش از كنترل گروه با آن مقايسه
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"Sigma-Aldrich; USA" شد؛ براي اين كار، در  استفاده
 6 هر چاهك پليت كف در استريل كاور اسليپ ابتدا يك

 عدد از سلول هاي  4×105تعداد  سپس داده شد، قرار خانه

AGS  بر روي كاور اسليپ ها كشت داده شدند؛ بعد از
ساعت از كشت سلولي و چسبيدن سلول ها به  24گذشت 

 محيط پليت؛ چاهك هر از گوشه كاور اسليپ ها به آرامي

 براي تيماري هاي محيط و كنترل گروه كامل براي كشت

ساعت از  24 گذشت از شد، بعد اضافه تيماري هاي گروه
 يك مقدار و برداشته شد ها گروه تمامي رويي محيط تيمار؛

 اضافه پليت به فيكساتور سلولي عنوان به متانول، ليتر ميلي

قرار  DAPI ها تحت اثر رنگ سلول و در نهايت شد
 ها تغييرات ايجاد شده در مورفولوژي سلولگرفتند و 

 .توسط ميكروسكوپ فلورسنت بررسي شد

از اين آزمون به منظور تعيين :  Annexin V-FITCآزمون
كيت  جهت انجام اين آزمون از شد؛ مرگ سلولي استفاده 

"Annexin V-FITC Apoptosis Staining / Detection 

Kit (ab14085); Abcam; UK "  استفاده شد به اين
در  AGS عدد از سلول هاي  4×105ابتدا تعداد صورت كه 

ساعت از  24خانه كشت شدند و بعد از گذشت  6پليت 
ميكروگرم بر ميلي  300 سلول ها با غلظت كشت سلول ها؛

وگرم كريم 50/12غلظت  ،A. absinthium عصارهاز ليتر 
بر  كروگرميم 150 غلظت از و  بر ميلي ليتر از تاكسول

 5به همراه غلظت  A. absinthium عصاره تريل يليم
بعد از گذشت  ،تاكسول تيمار شدند تريل يليبر م كروگرميم

-BIO"تريپسين سلول ها توسط  مار؛يساعت از ت 24

IDEA; Iran" 2ميكروتيوپ جدا و به درون  تياز كف پل 
با  انجام شد، فوژيمنتقل شدند و سپس سانتر ميلي ليتري

به هر نمونه  تيطبق پروتكل ك ،ييرو طيخارج كردن مح
 5اضافه شد و سپس  Binding Buffer 1X تريكروليم 500

 تريكروليم 5و   Annexin V-FITCآزمون تريكروليم
نمونه ها  تيبه هر نمونه اضافه شد؛ در نها ديداي وميديوپپر

انكوبه شدند و سپس نمونه  يكيدر تار قهيدق 5به مدت 
و  هيمورد تجز يتومتريه دست آمده با دستگاه فلوساب يها
  .قرار گرفتند ليتحل

اثر ضد  يابيارز يآزمون برا نيا: يتست مهاجرت سلول
انجام شد؛  يماريت يمؤثر گروه ها يغلظت ها يمتاستاز

 AGSرده  يسرطان يمهاجرت سلول ها زانيم يبررس يبرا
 ايعدد از سلول ه  4×105تعداد  يماريت يگروه ها در

AGS دنيخانه كشت داده شدند و پس از رس 6 تيدر پل 
 تيپيدرصد؛ توسط نوك پ80تراكم سلول ها به حدود 

در ) تيقطر پل استايبه صورت خط عمودي در ر( يخراش
شد و پس از آن سلول ها به  جاديا تيكف هر چاهك پل

قرار گرفتند؛ پس از گذشت  ماريساعت تحت ت 24مدت 
پر  زانيم نيت سلول ها و همچنزمان تحرك، مهاجر نيا

با گروه كنترل به  يماريت يشدن خراش در گروه ها
 يمعكوس مورد بررس كروسكوپيم ريدر ز يفيصورت ك

قبل از (از لحظه صفر ( يتوسط و عكس بردار رفتقرار گ
سلول  ماريساعت از ت 24و بعد از گذشت ) سلول ها ماريت
  .انجام شد) ها

 طبق RNA استخراج لمراح: Real-time PCRتكنيك 

 اطمينان گرفت و براي صورت "Pars tous" كيت پروتكل

 RNA غلظت ميزان شده، استخراج RNA مناسب غلظت از

شد؛ در  سنجيده"EPOCH" اسپكتروفتومتر دستگاه توسط
 صورت "Pars tous" كيت پروتكل طبق cDNA سنتز ادامه

 يژن ها انيب ميزان در گرفت و در نهايت تغييرات
 يو متاستاز "p53 - Caspase 3 - Caspase 9" يتوزآپوپ

"MMP-2 – MMP-9"  در سلول هايAGSهاي  گروه ؛ در
و  "Bio-Rad CFX96 RT-PCRs "توسط دستگاه تيماري؛ 
  .شد يبررس "Bio-Rad CFX Manager"نرم افزار 

 Rael-time PCRتكنيك  در استفاده مورد پرايمرهاي توالي
  :به شرح زير است
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  Rael-time PCR كيمورد استفاده در تكن يمرهايپرا يتوال -1جدول 
Antisense Sens Gene 

TTG CTG TAG CCA AAT TCG TT TGA CTT CAA CAG CGA CAC C GAPDH 

GTT CAT CCA GTC GCT TTG TGC AGA CAG ACA GTG GTG TTG ATG Caspase 3 

CAA TGT GAA CTT CTG CCG TGA CCA GAG ATT CGC AAA CCA GAG Caspase 9 

TCT GGG AAG GGA CAG AAG ATG TTG CCG TCC CAA GCA ATG GA p53 

TCC TCC TGT GGG GCC TCG TAT CAT CGC TCA GAT CCG TGG TGA GA MMP-2 

ACT GCA GGA TGT CAT AGG TCA CGT AG CGC ACG ACG TCT TCC AGT ACC GA MMP-9   
داده هاي آماري حاصل از اين : يآمار ليو تحل هيتجز

و به كمك  "SPSS (Version 26)"مطالعه، در نرم افزار 
در سطح  "ANOVA"طرفه  كي انسيوار يآزمون آمار
با استفاده از  .تجزيه و تحليل شدند "p< 0.05"معني داري 

از  نانيحصول اطم يبرا. رسم شده اند Excel افزار نرم
به صورت سه  شاتيتمام آزما ؛يپژوهش تجرب نيا جينتا

 .بار تكرار انجام شد

  نتايج
نشان داد كه ميزان زنده  MTTنتايج آزمون : MTTآزمون 

بودن سلول ها به صورت وابسته به غلظت در گروه هاي 
ا افزايش تيماري كاهش مي يابد، به اين صورت كه ب

و تاكسول درصد زيست  A. absinthiumغلظت عصاره 
پذيري سلول ها كاهش مي يابد؛ همچنين نتايج حاصل از 

 .Aعصاره استفاده توأم از نشان داد كه،  MTTآزمون 

absinthium ريتكثكاهش  بر روند يشترياثر ب و تاكسول 
كه از هر  ينسبت به زمان AGSرده  يسرطان يسلول ها
 يغلظت مهاربا تعيين . ؛ داردمياستفاده كرد يينهاكدام به ت

"IC50" عصاره  اين ميزان براي مشخص شد كهA. 

absinthium  براي  ،تريل يليبر م كروگرميم 300غلظت
غلظت و  تريل يليبر م كروگرميم 50/12تاكسول غلظت 

به  A. absinthiumعصاره از  تريل يليبر م كروگرميم 150
براي  از تاكسول تريل يليبر م مكروگريم 5همراه غلظت 

  . مي باشد ساعت 24در  كاربرد توأم؛ در زمان

 
ساعت  24در مقايسه با نمونه كنترل در زمان A. absinthium مقايسه ميانگين درصد زنده ماندن نمونه هاي تحت تيمار با عصاره  -1نمودار 

)***001/0<p) (*05/0<p( 

 
 )p>001/0***(ساعت  24مقايسه با نمونه كنترل در زمان با تاكسول در نده ماندن نمونه هاي تحت تيمار مقايسه ميانگين درصد ز -2نمودار 
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در  مقايسه با نمونه كنترلبه همراه تاكسول در  A. absinthium عصاره توأم مقايسه ميانگين درصد زنده ماندن نمونه هاي تحت تيمار -3ر نمودا

 )p>001/0***( ساعت 24زمان 

 يكهمان طور كه در شكل شماره : DAPIي زيآم رنگ
نشان  DAPI يزيرنگ آمحاصل از  جي، نتامي شودمشاهده 

با  ماريكه تحت ت AGS يدر هسته سلول هامي دهد كه 
و تاكسول و  A. absinthiumاز عصاره  "IC50" يغلظت ها

در زمان و تاكسول؛  A. absinthiumنيز تركيب توأم عصاره 
گروه  يتند؛ نسبت به هسته سلول هاساعت قرار گرف 24

 راتيينكرده اند، تغ افتيدري ماريگونه ت چيكنترل كه ه

هسته  يماريت يشود، در گروه ها يم دهيد يكيمورفولوژ
ها قطعه قطعه شده اند و شكل هسته ها از حالت نرمال 

وقوع آپوپتوز در  يبرا يتواند نشانه ا يخارج شده؛ كه م
مشاهده  يكسلول ها باشد، همان طور كه در شكل  نيا
در مورفولوژيك  راتييو تغ يسلول بيآس نيشتريشود ب يم

سلول ها با تركيبي از  اتفاق افتاده است كه يهسته ها زمان
  .تاكسول تيمار شده اند و  A. absinthiumعصاره 

  
بر  كروگرميم 300غلظت تيمار با ) ب(گروه كنترل؛ ) الف( .ساعت 24بعد از گذشت  DAPIمشاهده هسته سلول ها توسط رنگ آميزي  -1شكل 

 تريل يليبر م كروگرميم 150غلظت تيمار با ) د(؛ از تاكسول تريل يليبر م كروگرميم 50/12غلظت تيمار با ) ج(؛ A. absinthium از عصاره تريل يليم
باشد كه دچار آپوپتوز  يم ييها نشان دهنده سلول ها كانينوك پ( كسولتا تريل يليبر م كروگرميم 5به همراه غلظت  A. absinthiumعصاره 

  400X: درشت نمايي تصاوير .)اند شده
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؛ شدند ماريساعت ت 24در زمان ؛ "IC50" ي؛ با غلظت هاAGS يتست، سلول ها نيانجام ا يبرا: Annexin V-FITC تست
گروه كنترل كه در  ي، درحالمي دهدنشان  Annexin V-FITC آزمون جيشود؛ نتا يم همشاهد 2شكل شماره همان طور كه در 

درصد سلول 46در حدود  A. absinthiumعصاره در گروه تيمار شده با د، نباش يمزنده  AGSاز سلول هاي درصد 96حدود 
اند در  در گروه تيماري تاكسول درصد سلول هايي كه دچار آپوپتوز ثانويه شده نيهمچنشده اند؛  ثانويه ها دچار آپوپتوز

شاهد بيشترين مرگ سلولي به  به همراه تاكسول A. absinthiumتوأم عصاره درصد مي باشد و در گروه تيماري 1/43 حدود
آپوپتوز ثانويه رخ داده  AGSدرصد از سلول هاي سرطاني 5/57صورت آپوپتوز ثانويه هستيم، به طوري كه در اين گروه، در 

  .است

  
تيمار با غلظت ) ج(؛ A. absinthiumميكروگرم بر ميلي ليتر از عصاره  300تيمار با غلظت ) ب(گروه كنترل؛ ) الف(. يآناليز فلوسايتومتر - 2 شكل
ميكروگرم بر  5به همراه غلظت  A. absinthiumميكروگرم بر ميلي ليتر عصاره  150تيمار با غلظت ) د(ميكروگرم بر ميلي ليتر از تاكسول؛  50/12

  ميلي ليتر تاكسول

نتايج حاصل از اين تست نشان : تست مهاجرت سلولي
داد كه سلول هاي گروه كنترل داراي قدرت مهاجرت 
بيشتر و تهاجم سريع تري براي پر كردن ناحيه خراش 

گروه هاي تيماري مي باشند؛ بررسي هاي كيفي  به نسبت
توسط عكس برداري نشان داد كه تحرك سلول هاي 

 24در زمان تيماري در تمام گروه هاي  AGSسرطاني 
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؛ در گروه تيماري كاربرد توأم كاهش پيدا كرده بود ساعت
ميكروگرم بر ميلي  150با غلظت  A. absinthiumعصاره 

ميكروگرم بر ميلي ليتر،  5ليتر به همراه تاكسول با غلظت 

قدرت تحرك و تهاجم سلول ها براي پر كردن ناحيه 
  .بودخراش به طور قابل توجهي كاهش پيدا كرده 

  

سلول ) ج(سلول هاي گروه كنترل؛ ) ب(؛ )ساعت صفر(در لحظه ايجاد خراش  AGSسلول هاي ) الف(. بررسي روند مهاجرت سلول ها -3شكل 
 ميكروگرم بر ميلي ليتر 50/12سلول هاي تيمار شده با غلظت ) د(؛ A. absinthiumميكروگرم بر ميلي ليتر از عصاره  300هاي تيمار شده با غلظت 

ميكروگرم بر ميلي ليتر از  5به همراه غلظت  A. absinthiumميكروگرم بر ميلي ليتر از عصاره  150سلول هاي تيمار شده با غلظت ) د(از تاكسول؛ 
 100X: درشت نمايي تصاوير )ساعت از ايجاد خراش 24پس از گذشت . (تاكسول

: Real-time PCR بررسي بيان ژن ها توسط تكنيك
ميزان ، مي شود مشاهده 4ه شمار شكلدر طور كه  همان

در تمام گروه  "Caspase 3,9, p53"بيان ژن هاي آپوپتوزي 
هاي تيماري نسبت به گروه كنترل افزايش داشته است؛ كه 

ي سرطاني سلول هااين امر نشان دهنده القاء آپوپتوز در 
نسبت به گروه كنترل مي باشد؛  AGS رده معده انساني 

نشان  Real-time PCR صل از تكنيكهمچنين نتايج حا
 – MMP-2"متاستازي دهنده كاهش در ميزان بيان ژن هاي 

MMP-9"  بود نسبت به گروه كنترلدر گروه هاي تيماري .
 ,Caspase 3,9"ژن هاي آپوپتوزي افزايش بيان  نيشتريب

p53" متاستازي  يژن ها انيب كاهش و همچنين بيشترين

"MMP-2 – MMP-9" توأم تركيب شده با  ارميدر گروه ت
ديده شده است؛ به همراه تاكسول  A. absinthiumعصاره 

كه اين امر نشان دهنده توانايي اين تركيب در كاهش بيان 
باشد؛  مي AGSژن هاي متاستازي در سلول هاي سرطاني 

از مهمترين ماتريكس  "MMP-2 – MMP-9"ژن هاي 
رآيند هستند كه در ف) هاييMMP(متالوپروتئينازهايي 

مهاجرت و تهاجم سلول هاي سرطاني دخالت دارند و 
كاهش بيان اين ژن ها باعث مهار توانايي مهاجرت سلول 
هاي سرطاني و همچنين جلوگيري از متاستاز به بافت هاي 

  .شود دورتر مي
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بيان ژن ) الف. )Real-time PCR )*05/0<pتوسط تكنيك  يمتاستاز يژن هاو  يآپوپتوز يژن ها انيبتغييرات در  زانيمي بررس -4شكل 

Caspase-3ژن  انيب) ؛ بCaspase-9ژن  انيب) ؛ جp53 بيان ژن ) د؛MMP-2ژن  انيب) ؛ هMMP-9 

  و نتيجه گيري بحث
 اهانيگ يضد سرطان تيبر خاص يمبن يبا توجه به شواهد

 براي اولين بار يپژوهش تجرب نيدر ا ؛Artemisiaجنس 
بر  كسولو تا A. absinthiumولي عصاره متان يياثر هم افزا

) AGS يرده سلول( يمعده انسان يسرطان يسلول ها يرو
 p53 - Caspase" يآپوپتوز يژن ها انيسطح ب راتييو تغ

3 - Caspase 9" يو متاستاز "MMP-2 – MMP-9" 
شد؛ جهت انجام اين پژوهش بعد از تهيه عصاره  يبررس

 كيتوتوكسيت ساثرا يبررس يبرا؛ A. absinthiumمتانولي 
كاربرد توأم عصاره  زيو ن تاكسول ،A. absinthiumعصاره 

A. absinthium  از ها سلول ريتكث يبر رو تاكسولبا 
-  آپوپتوز در سلول يبررس ياستفاده شد؛ برا MTT آزمون
 زيو آنال DAPI يزيرنگ آم از ماريتحت ت هاي
اثر ضد  يابيارز يبرا؛ همچنين استفاده شد يتومريفلوسا
گروه هاي تيماري از تست مهاجرت سلولي  يمتاستاز

 يژن ها انيب زانيدر م راتييتغاستفاده شد و در نهايت 

 يمتاستاز يو ژن ها "Caspase 3,9, p53" يآپوپتوز
"MMP-2 – MMP-9" تكنيك با Real-time PCR يبررس 

  .شد

 .Aعصاره نشان داد كه  MTTنتايج حاصل از آزمون 

absinthium مي توانند به صورت وابسته به تاكسول  و
هاي سرطاني  سلولغلظت منجر به كاهش زيست پذيري 

بهترين نتيجه زماني به دست آمد كه از . شوند AGS رده
و تاكسول جهت تيمار  A. absinthiumكاربرد توأم عصاره 

سلول ها استفاده شد؛ به اين صورت كه در اين محيط 
وجهي و در سطح تيماري تكثير سلول ها به طور قابل ت

اين نتايج بيان گر اين . مهار شد )p>001/0***(معني داري 
با تاكسول اثر  A. absinthiumعصاره است كه تركيب 

بيشتري بر مهار تكثير سلول ها دارد؛ كه اين امر با توجه به 
عصاره نسبت به زماني كه از  "IC50"كاهش ميزان غلظت 

A. absinthium تفاده كرديم، قابل و تاكسول به تنهايي اس
  .اثبات است
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و همكاران به بررسي اثرات  Gordanian؛ 2014در سال 
از ( Artemisiaسيتوتوكسيك عصاره پنج گونه مختلف 

 MCF-7در برابر رده سرطاني ) A. absinthiumجمله 
نشان داد كه عصاره  MTTپرداختند؛ نتايج حاصل از آزمون 

بسته به غلظت به صورت وا Artemisiaپنج گونه مختلف 
باعث مهار تكثير سلول هاي سرطاني سينه مي شوند، 

 .Aهمچنين نشان دادند كه فعاليت سيتوتوكسيك گونه هاي 

absinthium  وA. vulgaris  از ساير گونه هاي ديگر بيشتر
اجرا شده در اين  MTT؛ نتايج حاصل از آزمون )7(است 

 .Aپژوهش نيز نشان دهنده اثرات مهاري عصاره 

absinthium  به صورت وابسته به غلظت بر روند تكثير
و  Kim 2018در سال . بود AGSسلول هاي سرطاني رده 

همكاران؛ اثرات سيتوتوكسيك و ضد تكثيري عصاره 
در برابر رده  Artemisia capillarisاتانولي برگ هاي گياه 
را بررسي كردند و  HepG2و  Huh7 هاي سلولي سرطاني
تكثير اين سلول ها را  A. capillarisره نشان دادند كه عصا

 3- به شدت سركوب مي كند و با افزايش سطح بيان كاسپاز
مي  HepG2و  Huh7 باعث القاي آپوپتوز در سلول هاي

؛ كه با تمامي نتايج حاصل از مطالعه حاضر همسو )9(شود 
 .مي باشد

بررسي تغييرات مورفولوژيك هسته ها با رنگ آميزي 
DAPI  كه در گروه هاي تيماري نسبت به گروه نشان داد

كنترل، تغييرات مورفولوژيكي ديده مي شود؛ همان طور كه 
در شكل شماره يك هم مشخص مي باشد در گروه هاي 
تيماري هسته ها قطعه قطعه شده اند و از حالت نرمال 
خارج شده اند، كه اين امر مي تواند نشانه اي براي وقوع 

مي باشد؛ بيشترين آسيب سلولي و آپوپتوز در اين سلول ها 
تغييرات در هسته ها زماني اتفاق افتاده است كه سلول ها با 

. و تاكسول تيمار شده اند A. absinthiumعصاره تركيبي از 
نشان داد، در  Annexin V-FITCهمچنين نتايج تست 

حالي كه درصد زنده بودن سلول هاي گروه كنترل در 
ميزان در سلول هاي تيمار درصد مي باشد؛ اين 96حدود 

، تاكسول و تركيب توأم A. absinthiumشده با عصاره 

و  47، 48با تاكسول، به ترتيب به  A. absinthiumعصاره 
درصد كاهش داشته است؛ در نتيجه مي توان بيان كرد  38

به همراه تاكسول توانايي  A. absinthiumكه تركيب عصاره 
ول هاي سرطاني معده خوبي براي القاي آپوپتوز در سل

 .دارد AGSانساني رده 

و همكاران توانايي القاي آپوپتوز  Kim 2017در سال 
 HCT116را در رده سلولي  Artemisia annuaعصاره 

 بررسي كردند و با استفاده از آزمون) سرطان كولون(
Annexin V-FITC  نشان دادند كه در سلول هاي تيمار

درصد سلول  A. annuaشده با غلظت هاي مختلف عصاره 
هاي آپوپتوتيك افزايش مي يابد و همچنين تيمار با عصاره 

A. annua  كيآپوپت يآنتمي تواند بيان ژن Bcl-2  را كاهش
را افزايش دهد و در نهايت  BAXو بيان ژن آپوپتوزي 

داراي توانايي القاي  A. annuaنتيجه گرفتند كه عصاره 
؛ تمامي )8(اشد مي ب HCT116آپوپتوز در رده سلولي 

نتايج تجربيات آزمايشگاهي حاصل از پژوهش حاضر نيز 
در القاي  A. absinthiumنشان دهنده توانايي عصاره 

  .بود AGSآپوپتوز در رده سلولي 

 بينشان داد كه استفاده از ترك Real-time PCR نتايج
 يبه صورت هم زمان م تاكسولو  A. absinthiumعصاره 

 - p53" يآپوپتوز يژن ها انيسطح ب شيتواند باعث افزا

Caspase 3 - Caspase 9"  متاستازي و كاهش بيان ژن هاي
"MMP-2 – MMP-9" رده  يطانسر يدر سلول هاAGS 
؛ با توجه شودتحت تيمار  )05/0p*در سطح معني داري (

مي توان بيان كرد كه  Real-time PCRبه نتايج حاصل از 
توانايي قابل  تاكسولو  A. absinthiumعصاره تركيب توأم 

سطح بيان ژن هاي آپوپتوزي و  نتوجهي در بالا برد
همچنين كاهش بيان ژن هاي متاستازي دارد و در آينده مي 
تواند با مطالعات و تحقيقات كامل تر؛ بيشتر مورد توجه 

  .قرار گيرد

Tayarani-najaran  ؛ به بررسي 2016و همكاران در سال
ي كلرومتان ي دعصاره  كيتوتو آپوپ كيتوتوكسياثرات س
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Artemisia biennis يسلول يها در برابر رده K562  و
HL-60  پرداختند و نشان دادند كه عصارهA. biennis 

باعث مهار تكثير سلول هاي سرطاني مي شود و با افزايش 
باعث القاي آپوپتوز در  BAXسطح بيان ژن آپوپتوزي 

ه با نتايج ؛ ك)20(مي شود  HL-60و  K562سلول هاي 
 .Aپژوهش حاضر كه نشان دهنده توانايي عصاره 

absinthium  در بالابردن سطح بيان ژن هاي آپوپتوزي هم
  .راستا مي باشد

يافته هاي حاصل از اين پژوهش تجربي نشان داد كه 
و تاكسول تكثير سلول  A. absinthiumكاربرد توأم عصاره 

توجهي مهار را به طور قابل  AGSهاي سرطاني معده رده 

نموده و باعث القاي آپوپتوز و كاهش قدرت تهاجم در اين 
سلول ها مي شود؛ لذا اين تركيب در آينده مي تواند در 
مطالعات مربوط به درمان سرطان معده؛ مورد توجه و 

  .مطالعه بيشتري قرار گيرد

  سپاسگزاري

 قاتيمركز تحق اساتيد و كارشناسان هياز كل لهيوس نيبد
 ياسلام آزاد دانشگاهجانوري  نيتكو ياربردك يولوژيب

داشتند تشكر  يطرح همكار نيا يواحد مشهد كه در اجرا
  .شودي م
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Abstract 

Gastric cancer is the second leading cause of cancer death worldwide. Artemisia 
absinthium is one of the genus Artemisia which has anti-inflammatory and anti-viral 
properties. In the present study investigated the ability of methanolic extract of  A. 
absinthium alone and in combination with Taxol to induce apoptosis and inhibited cell 
migration in the AGS cell line. Investigating cytotoxic effect of combined A. absinthium 
extract with Taxol on the proliferation of AGS cells, were used MTT assay; DAPI 
staining and flow cytometry analysis were used to evaluate the ability to induce 
apoptosis in treated cells and cell migration test was used to evaluate the anti-invasive 
effect; Changes in the expression of apoptotic "p53-Caspase-3,9" and metastasis genes 
"MMP-2,9" were examined by real-time PCR. The MTT results showed that the 
combination of A. absinthium extract with Taxol inhibited the proliferation of AGS cells 
in a concentration-dependent manner, Morphological observations obtained from DAPI 
and results of flow cytometry showed an increase in the percentage of apoptotic cells in 
the treatment groups. The results of cell migration test showed a decrease in the 
invasive potential of AGS cells. The real-time PCR results showed an increase in the 
expression of apoptotic genes and a decrease in the expression of metastatic genes in the 
treatment groups "p<0.05". The results of this study showed that the combined use of A. 
absinthium extract with Taxol inhibits the proliferation of AGS cells and induces 
apoptosis and inhibits the ability to migrate. 
Key words: Gastric cancer, Artemisia absinthium, Taxol, Apoptosis, Metastasis 

 


