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 یسرطان یسلول ها یرو Taxolو  Artemisia absinthiumعصاره  ییاثر هم افزا یبررس

 یو متاستاز یآپوپتوز یژن ها انیسطح ب راتیی( و تغAGS یمعده )رده سلول

 1خدیجه نژاد شاهرخ آبادیو  *2،1 ، جواد بهارآرا1فیروزه فروغی

 شناسی تزیس ه، واحد مشهد، گرواسلامیمشهد، دانشگاه آزاد ، ایران 1

 جانوری کاربردی تکوینمرکز تحقیقات بیولوژی  واحد مشهد، ،اسلامیدانشگاه آزاد  مشهد، ،ایران 2

 24/6/1400تاریخ پذیرش: 20/3/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

 گیاهانمهم  هایگونه از Artemisia absinthium رود.یاز سرطان در جهان به شمار م یناش علّت مرگ نیسرطان معده دوم

 .A متانولی عصاره یی. در مطالعه حاضر تواناباشدکه دارای خواص ضد التهابی و ضد ویروسی می است Artemisiaجنس 

absinthium یدر رده سلول یآپوپتوز و مهار مهاجرت سلول یالقا یبا تاکسول بر رو بیو در ترک ییبه تنها AGS  دودمان(

 یبر رو تاکسولبا  A. absinthiumکاربرد توأم عصاره  کیتوتوکسیاثر س یبرای بررس .بررسی شده است( یسرطان معده انسان

و  DAPI یزیرنگ آم از ماریتحت ت هایآپوپتوز در سلولی بررس جهتشد؛  استفاده MTT آزمون از AGSهای سلول ریتکث

 یهاژن انیب زانیدر م راتییتغ از تست مهاجرت سلولی استفاده شد؛ ر ضد تهاجمیاثو برای بررسی  یتومریفلوسا زیآنال

های کمی حاصل داده شد. یبررس Real-time PCR تکنیک با "MMP-2,9"ی و متاستاز "p53 – Caspase-3,9"ی آپوپتوز

نشان داد که  MTTحاصل از آزمون  جینتاتحلیل گردید.  "p< 0.05"در سطح معنی داری  "ANOVA"توسط آزمون آماری 

 کند،یمهار م را به صورت وابسته به غلظت AGS های سرطانیسلول ریتکث ولتاکسبا  A. absinthiumعصاره  بیترک

در  کیآپوپتوت هایدرصد سلول شینشان دهنده افزا یتومتریفلوسا جیو نتا DAPIحاصل از روش  کیمشاهدات مورفولوژ

 Real-time نتایج اد.را نشان د AGSی هاسلول یتهاجم لیکاهش پتانس یتست مهاجرت سلول جینتا؛ بود یماریت هایگروه

PCR ماریت هایدر گروه های متاستازیی و کاهش ژنآپوپتوز هایژن انیب شیافزاگر بیان( یp< 0.05) .نیحاصل از ا جینتا بود 

 یو باعث القا کندیرا مهار م AGSرده  هایسلول ریبا تاکسول، تکث A. absinthiumپژوهش نشان داد که کاربرد توأم عصاره 

 .دشومی هاسلول نیدر امهار توانایی مهاجرت  وآپوپتوز 

 ؛ تاکسول؛ آپوپتوز؛ متاستازArtemisia absinthiumسرطان معده؛  های کلیدی:واژه

 baharara78@gmail.comالکترونیکی:  ، پست 05138437092مسئول، تلفن:   نویسنده *

 مقدمه

در انواع مختلف سرطان ها  یو مولکول یسلول یرهایمس

 یها یژگیو یمتفاوت هستند، امّا همه انواع سرطان دارا

سرطان  یاصل یباشند، که به عنوان نشانه ها یمشابه م

متاستاز،  ییتوانا یسرطان یشوند؛ سلول ها یشناخته م

و حمله به سلول ها و بافت (، تهاجم یی)رگ زا وژنزیآنژ

رشد را به  یها گنالیسلول ها س نیرا دارند؛ ا اورمج یها

 یکنند و به آن ها پاسخ م یم دیصورت خود مختار تول

 کیو آپوپتوت یمهار یها گنالیبه س یدهند و از طرف

عملکرد در  نیدهند؛ ا یپاسخ نم یبه سلول سرطان دهیرس

 یب ریدود و تکثمنجر به رشد نا مح یسرطان یسلول ها

منحصر به  یها یژگیو نیا (.12) شود یسلول ها م هیرو

باعث پخش شدن سلول ها در  یسرطان یفرد سلول ها

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832614.1401.35.1.5.9
mailto:baharara78@gmail.com


 1401، 1، شماره 35جلد                                                                        )مجله زیست شناسی ایران(                جانوریمجله پژوهشهای 

57 

 

           DOR: 20.1001.1.23832614.1401.35.1.5.9 

رساندن به بافت ها و دشوارتر شدن  بیسراسر بدن و آس

-یقلب یها یماریاز ب بعد (.12شوند ) یروند درمان م

سراسر  در ریمرگ و م یت اصلعلّ نی، سرطان دومیعروق

ن است و در ایران نیز سومین عامل مرگ و میر به جها

شود در  یزده م نیتخم؛ همچنین (5و  4)حساب می آید 

تعداد موارد گزارش ابتلا به سرطان، در حدود  2035سال 

 .(3) شدداشته با شیدرصد افزا70

 ییسرطان، سلول ها توانا ژهیبه و ک،یپاتولوژ طیدر شرا

دهند که  یاز دست م از آپوپتوز یمرگ ناش یخود را برا

 یمسلول های سرطانی  هیرو یب ریمنجر به تکثاین امر 

از حد  شیب انیب یغالباً دارا یسرطان یسلول ها؛ شود

در مقاومت  یهستند که نقش مهم ییها نیاز پروتئ یاریبس

 یها سمیدارند، مکان کیتدر برابر فعال شدن آبشار آپوپتو

شده  یزینامه رشود سلول ها از مرگ بر یمختلف باعث م

را  یضد آپوپتوز یفرار کنند و در مقابل مولکول ها یسلول

از  یاریامروزه بس جهیدر نت (.18کنند ) انیاز حد ب شیب

مجدد مرگ  یبر اساس راه انداز یدرمان یها یاستراتژ

 یسرطان یآپوپتوز در سلول ها ایشده  یزیبرنامه ر یسلول

 .(6)استوار است 

 های سرطانی از ه در طی آن سلولیندی است کآمتاستاز فر

و در محل دیگری غیر از محل  همنتشر شدتومور اولیه 

 جابه جایی سلول های سرطانی؛ کنند رشد می تومور اولیه

، دلیل اصلی مرگ و )متاستاز( به قسمت های دیگر بدن

درصدِ مرگ ناشی از 90حدود ) میرهای ناشی از سرطان

احل جدایی، متاستاز شامل مر .(18) است (سرطان

است و توسط مسیرهای  چسبندگیتهاجم و  مهاجرت،

شده و تحت تأثیر ماتریکس  تنظیم مختلف سیگنالینگ

ی ایجاد شده در جهش هاقرار دارد؛  خارج سلولی اطراف

، فعالیت آنزیم های دخیل در سلول های سرطانی می توانند

تهاجم و مولکول های درگیر در اتصالات سلول به سلول و 

، که این دهند را تغییر به ماده زمینه ای خارج سلولی سلول

امر به سلول های سرطانی این امکان را می دهد که بتوانند 

از مکان اولیه خود حرکت کرده و به سایر نقاط بدن 

 .(18) مهاجرت کنند

است که شامل  دهیچیت پبا علّ  یماریب کیمعده  سرطان

در حال حاضر  متعدد است؛ یکیژنت یو اپ یکیژنت راتییتغ

از ژن ها با  یوجود دارد که جهش در تعداد یشواهد

سرطان ؛ خطر ابتلا به سرطان معده مرتبط است شیافزا

و دومین  عیمعده در جهان به عنوان چهارمین سرطان شا

از ابتلا به سرطان شناخته شده  یعامل مرگ و میر ناش

 از یناش ریعامل مرگ و م نیسرطان اول نیا؛ (5و  4است )

را در  وزسرطان معده بیشترین بر؛ باشد یم رانیسرطان در ا

مردان و سومین رتبه را در میان زنان پس از سرطان های 

 با وجود پیدایش. (4) دارد (روده بزرگکولون )و  نهیس

 ،تکنیک های پیشرفته در عمل های جراحی سرطان معده

 د،آی به حساب می کُشنده و خطرناکسرطانی  هنوز هم

؛ باشند از تومورهای معده بدخیم می درصد90حدود 

همچنین این نوع سرطان مقاومت بالایی نسبت به داروهای 

های درمانی درمانی ایجاد می کند، در نتیجه استراتژیشیمی

شوند و نتایج مورد انتظار بالینی حاصل مؤثر واقع نمی

 (.16) شوندنمی

 یمیدر شی مورد استفاده داروهارایج ترین تاکسول از 

 ک)با نام عمومی پاکلیتاکسل( ی تاکسول می باشد؛ یدرمان

 تیباشد، که فعال یم دهیچیپ یبا ساختار یترپن ید بیترک

 ضد بیترک تاکسول یک ؛دارد یقابل توجه یضد تومور

باشد که از پوست درخت  یم یاهیبا منشاء گ یسرطان

 یبه دست م "Taxus berevitolia. L"یبا نام علم ارسرخد

ها  کروتوبولیشدن م زهیمریتاکسول از دپل (.1) دیآ

شود که تجمعات  یباعث م نتیجهکند در  یم یریجلوگ

که باعث  ندیدرآ داریساختار پا کیبه صورت  نیتوبول

د، شو یآن ها م یها و ناکارآمد کروتوبولیثبات در م جادیا

در اواخر  یباعث توقف چرخه سلولکه این امر در نهایت 

شود  یم در سلول های سرطانی آپوپتوز و القاء G2/Mفاز 

 (.14و  1)
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 یم دیرا تول ییایمیش باتیاز ترک یگسترده ا فیط اهانیگ

؛ شود یگفته م هیثانو تیمتابول باتیترک نیا بهکه  کنند

و تانن ها  ، رنگدانه هادهای، فلاونوئدهای، ترپنوئدهایآلکالوئ

 هیوثان یها تیمتابول؛ این هستند باتیترک نیا ترین مهم

، یضد التهاباثرات مانند  ی متنوعیکیولوژیاثرات ب یدارا

است که  نیبر ا اعتقادی و غیره می باشند؛ ضد سرطان

 کیتحر یها میبا سرکوب آنز اهانیگ یاثرات ضد سرطان

ضد  یها میآنز دیتول کیتحر ،DNA می، ترمنکننده سرطا

 یاثرات آنت یبدن و القا یمنیا شیتومور در سلول، افزا

 رییبه کارگ ؛ از این رو(10) شود یم جادیا یدانیاکس

به منظور مهار  ییدارو اهانیهمچون گ یعیطب باتیترک

 ؛یو القای آپوپتوز در سلول های سرطان ییتومورزا ندیفرآ

برای مقابله با سرطان  دیجد یاستراتژ کیامروزه به عنوان 

باشند  یکمتری م نهیو هز یاست که دارای اثرات جانب

 .(10) ه استمطرح شد

)دِرمنه( متعلق به خانواده  Artemisiaگیاهان جنس 

Compositae (Asteraceae) ( یکی از ها )خانواده کاسنی

 500می باشد؛ که از حدود دارویی پرکاربردترین گیاهان 

گونه  34 رانیشده است، در ا لیگونه در سراسر جهان تشک

از  A. absinthiumوجود دارد؛  Artemisiaشناخته شده از 

گیاهان (. 19و  13)جنس است  نیمهم ا یها نهجمله گو

به عنوان  ؛آنحاصل از  فعال ترکیبات و Artemisia جنس

، یدانیاکس ی، آنتایضد مالارضد سرطانی،  یداروها

ی و کروبیضد می، ، ضد اسپاسم، ضد التهابکیتوتوکسیس

است که عصاره ه تحقیقات نشان داد؛ شده اند غیره بررسی

فعالیت  دارای Artemisia های از گونهبرخی 

در شرایط آزمایشگاهی در  و اثر آپوپتوزی سیتوتوکسیکی

 حیوانی سرطانی های سرطانی و مدل یهای سلول رده برابر

تأثیر در  سمیت کم و حتی بیدارای  در مقابلباشد و  می

 (.19و  13) باشد طبیعی می های سلولبرابر 

 ی؛ به بررس2012در سال  و همکاران Shafiدر این راستا؛ 

و القاء  یسلول ریدر مهار تکث A. absinthiumنقش عصاره 

-MDA ی؛ دودمان هاسینه یسرطان یآپوپتوز در سلول ها

MB-231  وMCF-7 مطالعات نشان  نیا جیپرداختند، نتا

 یبر رو A. absinthiumعصاره  یریدهنده اثرات ضد تکث

در  یپوپتوزآ یرهایو فعال شدن مس یسرطان یها ولسل

؛ 2013در سال Kim و  Choi  (.17)بود  یهر دو رده سلول

بر  را Artemisiaعصاره متانولی هشت گونه مختلف اثر 

 MCF-7رده  یانسان سینه نیسرطا یسلول ها ریتکثروند 

بررسی کردند و نشان دادند که عصاره تمام هشت گونه 

Artemisia  باعث کاهش تکثیر سلول های سرطانی می

ضد  تیو همکاران فعال Lian؛ 2018در سال . (2) شود

 "Artemisia vulgaris (mugwort)" اهیعصاره گ یسرطان

( ی)سرطان کولون انسان HCT-15 یدر برابر رده سلول

به صورت  اهیگ نیکردند و نشان دادند که عصاره ا یبررس

 یسلول ها یبر رو تیاثر سم یوابسته به غلظت دارا

شود  یسلول ها م نیعث مهار رشد اباشد و با یم یسرطان

(11.)  

عصاره  ییاثر هم افزا هدف از این پژوهش تجربی؛ بررسی

A. absinthium یسرطان یسلول ها یو تاکسول بر رو 

ژن  انیسطح ب راتیی( و تغAGS ی)رده سلول انسانی معده

و  "p53 - Caspase 3 - Caspase 9"ی آپوپتوز یها

 باشد. می "MMP-2 – MMP-9"ی متاستاز

 مواد و روشها

 AGSرده سلولی : AGSتهیه و کشت سلول های رده 

ایران  از انستیتو پاستور)سلول های سرطانی معده انسانی( 

(NCBICode: C131 )کشت  طیمحو در  تهیه شدRPMI  

"BIO-IDEA; Iran" درصد10 حاوی FBS "Gibco; 

USA"  پنی -آنتی بیوتیک استرپتومایسیندرصد  کیو

؛ در فلاسک های مخصوص "BIO-IDEA; Iran"سیلین 

 کشت سلولی؛ کشت داده شد.

 .A اهیگ : A. absinthiumتهیه عصاره متانولی گیاه 

absinthium (FUMH) ومیاز هربار 45952 ییبا کد شناسا 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832614.1401.35.1.5.9
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برای تهیه عصاره متانولی شد؛  هیمشهد ته یدانشگاه فردوس

A. absinthium  سپس وخشک اندام های هوایی گیاه ابتدا 

میلی  10 گیاه؛ گرم از پودر کیهر  یبه ازاسپس  ،شد پودر

 طیساعت در شرا 72ت و به مدّ  شدمتانول اضافه لیتر 

 مدتّ نیا در طی ه شد؛اتاق قرار داد یو در دما تاریکی

 گذشت پس از ؛بار به خوبی هم زده شد 3 یمخلوط روز

صاف  نواتم کاغذ با استفاده از مخلوط حاصل ساعت 72

 Rotary" توسط دستگاهدر نهایت عصاره گیری  و شد

Evaporator" برای تهیه استوک اصلی جهت  ؛انجام شد

وزن  A. absinthium گرم از عصاره 001/0تیمار سلول ها، 

( DMSOمتیل سولفوکسید )دی میکرولیتر  50شد و در 

"CARLO ERBA; France"  حل شد، سپس با محیط

جهت ساخت  ه شد؛کشت به حجم یک میلی لیتر رساند

غلظت های تیماری از استوک اصلی از فرمول 

N1V1=N2V2 استفاده شد. 

 یجهت ساخت غلظت ها: تهیه محیط تیماری تاکسول

 "Neshat Darou; Iran"ی تاکسول از استوک اصل یماریت

 استفاده شد. N1V1=N2V2از فرمول 

 منظور به: جهت تعیین سمیت سلولی MTT آزمون

بر تاکسول  و A. absinthium ه متانولیعصار تأثیر بررسی

استفاده شد؛   MTTاز آزمون  AGSروی تکثیر سلول های 

 از بعد سلول ها؛ عدد از 4×310برای این کار ابتدا تعداد 

 ;BIO-IDEA"بلو  تریپان آمیزی رنگروش  توسط شمارش

Iran"گذشت از بعد شد، داده کشت خانه 96 پلیت یک در ؛ 

 لیمت ید با AGS یسلول ها ها؛ سلول کشت ساعت از 24

( به A. absinthium)حلال عصاره  "DMSO" دیسولفوکس

 ،50 غلظت هایو  (sham) یشگاهیعنوان گروه شاهد آزما

 500و  450، 400، 350، 300، 250، 200، 150، 100

غلظت و  A. absinthium عصارهمیکروگرم بر میلی لیتر از 

میکروگرم بر  30و  25، 20، 15، 50/12، 10، 5 ،50/2 های

 24زمان بعد گذشت  شدند؛ تاکسول تیمار ازمیلی لیتر 

از محلول میکرولیتر  10از تیمار سلول ها، مقدار  ساعت

MTT  "Sigma-Aldrich; USA"  به محیط سلول ها اضافه

ساعت  4تا  3سلول ها برای مدّت پلیت کشت ، سپس شد

ی سلول ها ، مایع رویسپس قرار داده شد؛درون انکوباتور 

 دیسولفوکس لیمت ید؛ میکرولیتر 80 و مقدار شدرا خارج 

(DMSO ) پلیت  شد؛ در نهایتاضافه هر چاهک به

منتقل شد و  "EPOCH"مربوطه به دستگاه اسپکتروفتومتر 

 د.نانومتر قرائت ش 570در  نمونه ها میزان جذب نوری

 :شد محاسبه زیر فرمول توسط زنده های سلول درصد

نگین جذب نمونه کنترل / میانگین جذب نمونه میا ×100

 تیمار = درصد سلول های زنده

 .A اثر کاربرد توأم عصاره یبررس یبرا MTT آزمون

absinthium و تاکسول 

، AGSرده  یبعد از کشت سلول ها ز،یآزمون ن نیا یبرا

 .Aعصاره  ییاثر هم افزا یبررس یسلول ها برا

absinthium یزمان با غلظت ها و تاکسول، به صورت هم 

 .Aاز عصاره  تریل یلیبر م کروگرمیم 250و  200، 150

absinthium 10و  5، 50/2 یبه همراه غلظت ها 

شدند و بعد از  ماریاز تاکسول ت تریل یلیبر م کروگرمیم

 باسلول ها  یبقا زانیم ماریساعت از ت 24گذشت زمان 

 شد. یبررس MTTروش 

تنها از  MTTز آزمون بعد از مشخص شدن نتایج حاصل ا

 300غلظت گروه های تیماری؛ یعنی   "50IC"غلظت های 

؛ غلظت A. absinthiumاز عصاره  تریل یلیبر م کروگرمیم

 150از تاکسول و غلظت  تریل یلیبر م کروگرمیم 50/12

به همراه  A. absinthiumاز عصاره  تریل یلیبر م کروگرمیم

در سایر روش  ؛کسولتااز  تریل یلیبر م کروگرمیم 5غلظت 

 های آزمایشگاهی استفاده شد.

 هسته آمیزی برای رنگ: DAPIرنگ آمیزی هسته ای 

 قطعه یا و تراکم میزان بررسی آپوپتوز، بررسی ها، سلول

 و شده تیمار های سلول در هسته کروماتین شدن قطعه

 DAPI آمیزی رنگ روش از کنترل گروه با آن مقایسه
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"Sigma-Aldrich; USA" شد؛ برای این کار، در  ستفادها

 6 هر چاهک پلیت کف در استریل کاور اسلیپ ابتدا یک

 عدد از سلول های  4×510تعداد  سپس داده شد، قرار خانه

AGS  بر روی کاور اسلیپ ها کشت داده شدند؛ بعد از

ساعت از کشت سلولی و چسبیدن سلول ها به  24گذشت 

 محیط پلیت؛ اهکِچ هر از گوشه کاور اسلیپ ها به آرامی

 برای تیماری های محیط و کنترل گروه کامل برای کشت

ساعت از  24 گذشت از شد، بعد اضافه تیماری های گروه

 یک مقدار و برداشته شد ها گروه تمامی رویی محیط تیمار؛

 اضافه پلیت به فیکساتور سلولی عنوان به متانول، لیتر میلی

قرار  DAPI ها تحت اثر رنگ سلول و در نهایت شد

 ها تغییرات ایجاد شده در مورفولوژی سلولگرفتند و 

 توسط میکروسکوپ فلورسنت بررسی شد.

از این آزمون به منظور تعیین :  Annexin V-FITCآزمون

کیت  جهت انجام این آزمون از شد؛ مرگ سلولی استفاده 
"Annexin V-FITC Apoptosis Staining / Detection 

Kit (ab14085); Abcam; UK "  استفاده شد به این

در  AGS عدد از سلول های  4×510ابتدا تعداد صورت که 

ساعت از  24خانه کشت شدند و بعد از گذشت  6پلیت 

میکروگرم بر میلی  300 سلول ها با غلظت کشت سلول ها؛

وگرم بر کریم 50/12غلظت  ،A. absinthium عصارهاز لیتر 

 یلیبر م کروگرمیم 150غلظت  از و  میلی لیتر از تاکسول

 کروگرمیم 5به همراه غلظت  A. absinthium عصاره تریل

ساعت  24بعد از گذشت  ،تاکسول تیمار شدند تریل یلیبر م

از  "BIO-IDEA; Iran"تریپسین سلول ها توسط  مار؛یاز ت

منتقل  میلی لیتری 2میکروتیوپ جدا و به درون  تیکف پل

 طیبا خارج کردن محانجام شد،  فوژیشدند و سپس سانتر

 تریکرولیم 500به هر نمونه  تیطبق پروتکل ک ،ییرو

Binding Buffer 1X  تریکرولیم 5اضافه شد و سپس 

 دیدای ومیدیوپپر تریکرولیم 5و   Annexin V-FITCآزمون

 قهیدق 5نمونه ها به مدت  تیبه هر نمونه اضافه شد؛ در نها

دست آمده  به یانکوبه شدند و سپس نمونه ها یکیدر تار

 .قرار گرفتند لیو تحل هیمورد تجز یتومتریبا دستگاه فلوسا

اثر ضد  یابیارز یآزمون برا نیا: یتست مهاجرت سلول

انجام شد؛  یماریت یمؤثر گروه ها یغلظت ها یمتاستاز

 AGSرده  یسرطان یمهاجرت سلول ها زانیم یبررس یبرا

 یعدد از سلول ها  4×510تعداد  یماریت یگروه ها در

AGS دنیخانه کشت داده شدند و پس از رس 6 تیدر پل 

 تیپیدرصد؛ توسط نوک پ80تراکم سلول ها به حدود 

( در تیقطر پل استای)به صورت خط عمودی در ر یخراش

شد و پس از آن سلول ها به  جادیا تیکف هر چاهک پل

قرار گرفتند؛ پس از گذشت  ماریساعت تحت ت 24مدّت 

پر  زانیم نیسلول ها و همچن زمان تحرک، مهاجرت نیا

با گروه کنترل به  یماریت یشدن خراش در گروه ها

 یمعکوس مورد بررس کروسکوپیم ریدر ز یفیصورت ک

)از لحظه صفر )قبل از  یتوسط و عکس بردار رفتقرار گ

سلول  ماریساعت از ت 24سلول ها( و بعد از گذشت  ماریت

 ها( انجام شد.

 طبق RNA راجاستخ مراحل: Real-time PCRتکنیک 

 اطمینان گرفت و برای صورت "Pars tous" کیت پروتکل

 RNA غلظت میزان شده، استخراج RNA مناسب غلظت از

شد؛ در  سنجیده"EPOCH" اسپکتروفتومتر دستگاه توسط

 صورت "Pars tous" کیت پروتکل طبق cDNA سنتز ادامه

 یژن ها انیب میزان در گرفت و در نهایت تغییرات

 یو متاستاز "p53 - Caspase 3 - Caspase 9" یوزآپوپت

"MMP-2 – MMP-9"  در سلول هایAGSهای  گروه ؛ در

و  "Bio-Rad CFX96 RT-PCRs "توسط دستگاه تیماری؛ 

 .شد یبررس "Bio-Rad CFX Manager"نرم افزار 

 Rael-time PCRتکنیک  در استفاده مورد پرایمرهای توالی

 به شرح زیر است:
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 Rael-time PCR کیمورد استفاده در تکن یمرهایپرا یتوال -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 های آماری حاصل از این : یآمار لیو تحل هیتجز

و به کمک  " 26SPSS (Version("مطالعه، در نرم افزار 

در سطح  "ANOVA"طرفه  کی انسیوار یآزمون آمار

ز ابا استفاده  تجزیه و تحلیل شدند. " >0.05p"معنی داری 

از  نانیحصول اطم یبرا. رسم شده اند Excel افزارنرم 

به صورت سه  شاتیتمام آزما ؛یپژوهش تجرب نیا جینتا

 .بار تکرار انجام شد

 نتایج

نشان داد که میزان زنده  MTTنتایج آزمون : MTTآزمون 

بودن سلول ها به صورت وابسته به غلظت در گروه های 

افزایش  تیماری کاهش می یابد، به این صورت که با

و تاکسول درصد زیست  A. absinthiumغلظت عصاره 

پذیری سلول ها کاهش می یابد؛ همچنین نتایج حاصل از 

 .Aعصاره استفاده توأم از نشان داد که،  MTTآزمون 

absinthium ریتکثکاهش  بر روند یشتریاثر ب و تاکسول 

که از هر  ینسبت به زمان AGSرده  یسرطان یسلول ها

 یغلظت مهار؛ دارد. با تعیین میاستفاده کرد ییهاکدام به تن

"50IC" عصاره  این میزان برای مشخص شد کهA. 

absinthium  برای  ،تریل یلیبر م کروگرمیم 300غلظت

غلظت و  تریل یلیبر م کروگرمیم 50/12تاکسول غلظت 

به  A. absinthiumعصاره از  تریل یلیبر م کروگرمیم 150

برای  از تاکسول تریل یلیبر م کروگرمیم 5همراه غلظت 

 می باشد.  ساعت 24در  کاربرد توأم؛ در زمان

 
ساعت  24در مقایسه با نمونه کنترل در زمان  A. absinthiumمقایسه میانگین درصد زنده ماندن نمونه های تحت تیمار با عصاره  -1نمودار 

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

 
 (p<010/0***ساعت ) 24مقایسه با نمونه کنترل در زمان با تاکسول در ده ماندن نمونه های تحت تیمار مقایسه میانگین درصد زن -2نمودار 
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در  مقایسه با نمونه کنترلبه همراه تاکسول در  A. absinthium عصاره توأم مقایسه میانگین درصد زنده ماندن نمونه های تحت تیمار -3ر نمودا

 (p<010/0***) ساعت 24زمان 

 یکهمان طور که در شکل شماره : DAPIی زیآمرنگ 

نشان  DAPI یزیرنگ آمحاصل از  جی، نتامی شودمشاهده 

با  ماریکه تحت ت AGS یدر هسته سلول هامی دهد که 

و تاکسول و  A. absinthiumاز عصاره  "50IC" یغلظت ها

در زمان و تاکسول؛  A. absinthiumنیز ترکیب توأم عصاره 

گروه  یند؛ نسبت به هسته سلول هاساعت قرار گرفت 24

 راتیینکرده اند، تغ افتیدری ماریگونه ت چیکنترل که ه

هسته  یماریت یشود، در گروه ها یم دهید یکیمورفولوژ

ها قطعه قطعه شده اند و شکل هسته ها از حالت نرمال 

وقوع آپوپتوز در  یبرا یتواند نشانه ا یخارج شده؛ که م

مشاهده  یکور که در شکل سلول ها باشد، همان ط نیا

در مورفولوژیک  راتییو تغ یسلول بیآس نیشتریشود ب یم

سلول ها با ترکیبی از  اتفاق افتاده است که یهسته ها زمان

 تاکسول تیمار شده اند. و  A. absinthiumعصاره 

 
بر  کروگرمیم 300غلظت )الف( گروه کنترل؛ )ب( تیمار با  ساعت. 24بعد از گذشت  DAPIمشاهده هسته سلول ها توسط رنگ آمیزی  -1شکل 

 تریل یلیبر م کروگرمیم 150غلظت ؛ )د( تیمار با از تاکسول تریل یلیبر م کروگرمیم 50/12غلظت ؛ )ج( تیمار با A. absinthium از عصاره تریل یلیم

باشد که دچار آپوپتوز  یم ییها نشان دهنده سلول ها کانیپ نوک) تاکسول تریل یلیبر م کروگرمیم 5به همراه غلظت  A. absinthiumعصاره 

 400Xدرشت نمایی تصاویر:  .(اند شده
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؛ شدند ماریساعت ت 24در زمان ؛ "50IC" ی؛ با غلظت هاAGS یتست، سلول ها نیانجام ا یبرا: FITC-Annexin V تست

گروه کنترل که در  ی، درحالمی دهدنشان  Annexin V-FITC آزمون جیشود؛ نتا یم همشاهد 2شکل شماره همان طور که در 

درصد سلول 46در حدود  A. absinthiumعصاره در گروه تیمار شده با د، نباش یمزنده  AGSاز سلول های درصد 96حدود 

در گروه تیماری تاکسول درصد سلول هایی که دچار آپوپتوز ثانویه شده اند در  نیهمچنشده اند؛  ثانویه ها دچار آپوپتوز

شاهد بیشترین مرگ سلولی به  به همراه تاکسول A. absinthiumتوأم عصاره درصد می باشد و در گروه تیماری 1/43 دودح

آپوپتوز ثانویه رخ داده  AGSدرصد از سلول های سرطانی 5/57صورت آپوپتوز ثانویه هستیم، به طوری که در این گروه، در 

 است.

 

؛ )ج( تیمار با غلظت A. absinthiumمیکروگرم بر میلی لیتر از عصاره  300گروه کنترل؛ )ب( تیمار با غلظت )الف( . آنالیز فلوسایتومتری - 2 شکل

میکروگرم بر  5به همراه غلظت  A. absinthiumمیکروگرم بر میلی لیتر عصاره  150میکروگرم بر میلی لیتر از تاکسول؛ )د( تیمار با غلظت  50/12

 میلی لیتر تاکسول

نتایج حاصل از این تست نشان : ت سلولیتست مهاجر

داد که سلول های گروه کنترل دارای قدرت مهاجرت 

بیشتر و تهاجم سریع تری برای پر کردن ناحیه خراش 

گروه های تیماری می باشند؛ بررسی های کیفی  به نسبت

توسط عکس برداری نشان داد که تحرک سلول های 

 24زمان  دردر تمام گروه های تیماری  AGSسرطانی 
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؛ در گروه تیماری کاربرد توأم کاهش پیدا کرده بود ساعت

میکروگرم بر میلی  150با غلظت  A. absinthiumعصاره 

میکروگرم بر میلی لیتر،  5لیتر به همراه تاکسول با غلظت 

قدرت تحرک و تهاجم سلول ها برای پر کردن ناحیه 

 خراش به طور قابل توجهی کاهش پیدا کرده بود.

 

در لحظه ایجاد خراش )ساعت صفر(؛ )ب( سلول های گروه کنترل؛ )ج( سلول  AGS)الف( سلول های . بررسی روند مهاجرت سلول ها -3کل ش

میکروگرم بر میلی لیتر  50/12؛ )د( سلول های تیمار شده با غلظت A. absinthiumمیکروگرم بر میلی لیتر از عصاره  300های تیمار شده با غلظت 

میکروگرم بر میلی لیتر از  5به همراه غلظت  A. absinthiumمیکروگرم بر میلی لیتر از عصاره  150ل؛ )د( سلول های تیمار شده با غلظت از تاکسو

 100Xدرشت نمایی تصاویر:  ساعت از ایجاد خراش( 24تاکسول. )پس از گذشت 

: Real-time PCR بررسی بیان ژن ها توسط تکنیک

میزان ، می شود مشاهده 4ه ارشم شکلطور که در  همان

در تمام گروه  "Caspase 3,9, p53"بیان ژن های آپوپتوزی 

های تیماری نسبت به گروه کنترل افزایش داشته است؛ که 

ی سرطانی سلول هااین امر نشان دهنده القاء آپوپتوز در 

نسبت به گروه کنترل می باشد؛  AGS رده معده انسانی 

نشان  Real-time PCR یکهمچنین نتایج حاصل از تکن

 – MMP-2"متاستازی دهنده کاهش در میزان بیان ژن های 

MMP-9"  بود.  نسبت به گروه کنترلدر گروه های تیماری

 ,Caspase 3,9"ژن های آپوپتوزی افزایش بیان  نیشتریب

p53" متاستازی  یژن ها انیب کاهش و همچنین بیشترین

"MMP-2 – MMP-9" توأم ترکیب  شده با ماریدر گروه ت

دیده شده است؛ به همراه تاکسول  A. absinthiumعصاره 

که این امر نشان دهنده توانایی این ترکیب در کاهش بیان 

باشد؛  می AGSژن های متاستازی در سلول های سرطانی 

از مهمترین ماتریکس  "MMP-2 – MMP-9"ژن های 

هایی( هستند که در فرآیند MMPمتالوپروتئینازهایی )

جرت و تهاجم سلول های سرطانی دخالت دارند و مها

کاهش بیان این ژن ها باعث مهار توانایی مهاجرت سلول 

های سرطانی و همچنین جلوگیری از متاستاز به بافت های 

 شود. دورتر می
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الف( بیان ژن . time PCR-Real (*05/0>p)توسط تکنیک  یمتاستاز یژن هاو  یآپوپتوز یژن ها انیبتغییرات در  زانیمی بررس -4شکل 

Caspase-3ژن  انی( ب؛ بCaspase-9ژن  انی( ب؛ جp53 د( بیان ژن ؛MMP-2ژن  انی( ب؛ هMMP-9 

 و نتیجه گیری بحث

 اهانیگ یضد سرطان تیبر خاص یمبن یبا توجه به شواهد

 برای اولین بار یپژوهش تجرب نیدر ا ؛Artemisiaجنس 

بر  کسولو تا A. absinthiumعصاره متانولی  ییاثر هم افزا

( AGS ی)رده سلول یمعده انسان یسرطان یسلول ها یرو

 p53 - Caspase" یآپوپتوز یژن ها انیسطح ب راتییو تغ

3 - Caspase 9" یو متاستاز "MMP-2 – MMP-9" 

شد؛ جهت انجام این پژوهش بعد از تهیه عصاره  یبررس

 کیستوتوکیاثرات س یبررس یبرا؛ A. absinthiumمتانولی 

کاربرد توأم عصاره  زیو ن تاکسول ،A. absinthiumعصاره 

A. absinthium  از ها سلول ریتکث یبر رو تاکسولبا 

- آپوپتوز در سلول یبررس یاستفاده شد؛ برا MTT آزمون

 زیو آنال DAPI یزیرنگ آم از ماریتحت ت های

اثر ضد  یابیارز یبرا؛ همچنین استفاده شد یتومریفلوسا

گروه های تیماری از تست مهاجرت سلولی  یمتاستاز

 یژن ها انیب زانیدر م راتییتغاستفاده شد و در نهایت 

 یمتاستاز یو ژن ها "Caspase 3,9, p53" یآپوپتوز

"MMP-2 – MMP-9" تکنیک با Real-time PCR یبررس 

 .شد

 .Aعصاره نشان داد که  MTTنتایج حاصل از آزمون 

absinthium به صورت وابسته به  تاکسول می توانند و

های سرطانی  سلولغلظت منجر به کاهش زیست پذیری 

شوند. بهترین نتیجه زمانی به دست آمد که از  AGS رده

و تاکسول جهت تیمار  A. absinthiumکاربرد توأم عصاره 

سلول ها استفاده شد؛ به این صورت که در این محیط 

سطح  تیماری تکثیر سلول ها به طور قابل توجهی و در

مهار شد. این نتایج بیان گر این  (p<010/0***)معنی داری 

با تاکسول اثر  A. absinthiumعصاره است که ترکیب 

بیشتری بر مهار تکثیر سلول ها دارد؛ که این امر با توجه به 

عصاره نسبت به زمانی که از  "50IC"کاهش میزان غلظت 

A. absinthium یم، قابل و تاکسول به تنهایی استفاده کرد

 اثبات است.
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و همکاران به بررسی اثرات  Gordanian؛ 2014در سال 

)از  Artemisiaسیتوتوکسیک عصاره پنج گونه مختلف 

 MCF-7در برابر رده سرطانی ( A. absinthiumجمله 

نشان داد که عصاره  MTTپرداختند؛ نتایج حاصل از آزمون 

لظت به صورت وابسته به غ Artemisiaپنج گونه مختلف 

باعث مهار تکثیر سلول های سرطانی سینه می شوند، 

 .Aهمچنین نشان دادند که فعالیت سیتوتوکسیک گونه های 

absinthium  وA. vulgaris  از سایر گونه های دیگر بیشتر

اجرا شده در این  MTT؛ نتایج حاصل از آزمون (7)است 

 .Aپژوهش نیز نشان دهنده اثرات مهاری عصاره 

absinthium  به صورت وابسته به غلظت بر روند تکثیر

و  Kim 2018بود. در سال  AGSسلول های سرطانی رده 

همکاران؛ اثرات سیتوتوکسیک و ضد تکثیری عصاره 

در برابر رده  Artemisia capillarisاتانولی برگ های گیاه 

را بررسی کردند و  HepG2و  Huh7 های سلولی سرطانی

تکثیر این سلول ها را  A. capillarisنشان دادند که عصاره 

 3-به شدت سرکوب می کند و با افزایش سطح بیان کاسپاز

می  HepG2و  Huh7 باعث القای آپوپتوز در سلول های

(؛ که با تمامی نتایج حاصل از مطالعه حاضر همسو 9شود )

 می باشد.

بررسی تغییرات مورفولوژیک هسته ها با رنگ آمیزی 

DAPI ه های تیماری نسبت به گروه نشان داد که در گرو

کنترل، تغییرات مورفولوژیکی دیده می شود؛ همان طور که 

در شکل شماره یک هم مشخص می باشد در گروه های 

تیماری هسته ها قطعه قطعه شده اند و از حالت نرمال 

خارج شده اند، که این امر می تواند نشانه ای برای وقوع 

بیشترین آسیب سلولی و آپوپتوز در این سلول ها می باشد؛ 

تغییرات در هسته ها زمانی اتفاق افتاده است که سلول ها با 

و تاکسول تیمار شده اند.  A. absinthiumعصاره ترکیبی از 

نشان داد، در  Annexin V-FITCهمچنین نتایج تست 

حالی که درصد زنده بودن سلول های گروه کنترل در 

سلول های تیمار درصد می باشد؛ این میزان در 96حدود 

، تاکسول و ترکیب توأم A. absinthiumشده با عصاره 

و  47، 48با تاکسول، به ترتیب به  A. absinthiumعصاره 

درصد کاهش داشته است؛ در نتیجه می توان بیان کرد  38

به همراه تاکسول توانایی  A. absinthiumکه ترکیب عصاره 

طانی معده خوبی برای القای آپوپتوز در سلول های سر

 دارد. AGSانسانی رده 

و همکاران توانایی القای آپوپتوز  Kim 2017در سال 

 HCT116را در رده سلولی  Artemisia annuaعصاره 

 )سرطان کولون( بررسی کردند و با استفاده از آزمون

Annexin V-FITC  نشان دادند که در سلول های تیمار

درصد سلول  A. annuaشده با غلظت های مختلف عصاره 

های آپوپتوتیک افزایش می یابد و همچنین تیمار با عصاره 

A. annua  کیآپوپت یآنتمی تواند بیان ژن Bcl-2  را کاهش

را افزایش دهد و در نهایت  BAXو بیان ژن آپوپتوزی 

دارای توانایی القای  A. annuaنتیجه گرفتند که عصاره 

تمامی (؛ 8می باشد ) HCT116آپوپتوز در رده سلولی 

نتایج تجربیات آزمایشگاهی حاصل از پژوهش حاضر نیز 

در القای  A. absinthiumنشان دهنده توانایی عصاره 

 بود. AGSآپوپتوز در رده سلولی 

 بینشان داد که استفاده از ترک Real-time PCR نتایج

 یبه صورت هم زمان م تاکسولو  A. absinthiumعصاره 

 - p53" یآپوپتوز یژن ها انیسطح ب شیتواند باعث افزا

Caspase 3 - Caspase 9"  متاستازی و کاهش بیان ژن های

"MMP-2 – MMP-9" رده  یطانسر یدر سلول هاAGS 

؛ با توجه شودتحت تیمار  (05/0p*)در سطح معنی داری 

می توان بیان کرد که  Real-time PCRبه نتایج حاصل از 

توانایی قابل  تاکسولو  A. absinthiumعصاره ترکیب توأم 

سطح بیان ژن های آپوپتوزی و  نتوجهی در بالا برد

همچنین کاهش بیان ژن های متاستازی دارد و در آینده می 

تواند با مطالعات و تحقیقات کامل تر؛ بیشتر مورد توجه 

 قرار گیرد.

Tayarani-najaran  ؛ به بررسی 2016و همکاران در سال

ی کلرومتانی دره عصا کیو آپوپتوت کیتوتوکسیاثرات س
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Artemisia biennis یسلول یها در برابر رده K562  و

HL-60  پرداختند و نشان دادند که عصارهA. biennis 

باعث مهار تکثیر سلول های سرطانی می شود و با افزایش 

باعث القای آپوپتوز در  BAXسطح بیان ژن آپوپتوزی 

ج (؛ که با نتای20می شود ) HL-60و  K562سلول های 

 .Aپژوهش حاضر که نشان دهنده توانایی عصاره 

absinthium  در بالابردن سطح بیان ژن های آپوپتوزی هم

 راستا می باشد.

یافته های حاصل از این پژوهش تجربی نشان داد که 

و تاکسول تکثیر سلول  A. absinthiumکاربرد توأم عصاره 

ر را به طور قابل توجهی مها AGSهای سرطانی معده رده 

نموده و باعث القای آپوپتوز و کاهش قدرت تهاجم در این 

سلول ها می شود؛ لذا این ترکیب در آینده می تواند در 

مطالعات مربوط به درمان سرطان معده؛ مورد توجه و 

 مطالعه بیشتری قرار گیرد.

 سپاسگزاری

 قاتیمرکز تحق اساتید و کارشناسان هیاز کل لهیوس نیبد
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The synergistic effect of Artemisia absinthium extract and Taxol 

on gastric cancer cells (AGS cell line) and changes in expression 

level of apoptotic and metastatic genes 

Foroughi F.1, Baharara J.1,2* and Nejad Shahrokh Abadi Kh.1 

1 Dept. of Biology, Mashhad Branch, Islamic Azad University, Mashhad, I.R. of Iran 
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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 
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