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  28/3/96 تاريخ تصويب:                                            25/12/95تاريخ دريافت: 
  چكيده
هاي استخراج شده از اين گياهان بر روي بسياري از ، استروييد ساپونينAlliumاز ميان تركيبات موجود در گياهان جنس  مقدمه:

غني از باشند. اين تحقيق به بررسي اثرات سايتوتوكسيك فراكسيون بوتانولي هاي سلولي سرطاني داراي اثرات سايتوتوكسيك ميرده
  هاي مهم آليوم در كشورمان پرداخته است.به عنوان يكي از گونه  Allium affineهاي گياهاستروييد ساپونين

هاي با قطبيت متفاوت اي و به كمك حلالمرحله 4گيري هاي گياه به كمك روش عصارهفراكسيون بوتانولي پياز :بررسي روش
هاي سلولي د. به منظور بررسي اثر فراكسيون بوتانولي گياه بر روي رشد و تكثير ردهشاستخراج و به كمك دستگاه فريز دراير خشك 

MCF-7 ،MDA-MB231  (سرطان پستان) وOVCAR-3  (سرطان تخمدان) از تستMTT  .از  هاي مختلفغلظتاستفاده گرديد
شدت  تيمار،بعد از سپري شدن زمان ساعت  48و  دش اضافه هاسلول) به ليترگرم/ ميليميكرو 1/0-200( فراكسيون بوتانولي گياه

  د.شمحاسبه  كنترل گروه بهنسبت هاي زنده در صد سلول گيري واندازهنانومتر  570در طول موج  هاجذب محلول چاهك
هاي سلولي كاهش وابسته به غلظت فعاليت سوكسينات در تمامي رده  ساعته 48بعد از تيمار  MTTنتايج حاصل از آزمون  :نتايج

). بهترين اثرات سايتوتوكسيك فراكسيون مورد بررسي >01/0P( ها را نسبت به نمونه كنترل نشان داددهيدروژناز و مهار رشد سلول
  د.شليتر) مشاهده ميكروگرم/ ميلي 13/7 ±94/0برابر با  OVCAR-3 )IC50در مورد رده سلولي سرطان تخمدان 

هاي سرطاني مورد بررسي بويژه رده داراي اثرات سايتوتوكسيك بر روي سلول  A. affine فراكسيون بوتانولي گياه :گيرينتيجه
هاي با رسد كه اين فراكسيون حاوي استروييد ساپونينسلولي سرطان تخمدان است. با توجه به اثرات مطلوب مشاهده شده به نظر مي

  باشد. اثرات سايتوتوكسيك قابل توجه
  

  سايتوتوكسيسيتي، سرطان پستان، سرطان تخمدانتره قفقازي،  ييد ساپونين،استرو ،Allium affine :واژگانگل
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 ... بررسي اثرات سايتوتوكسيك

 

  مقدمه
هاي گذشته پوشش گياهي ايران به علت تنوع زيستي از زمان

تنوع آب و هوا و  طوريكهه ب همواره مورد توجه گياه شناسان بوده است
 هاي متنوع و ارزشمندي از گياهان دارويي،رويش گونه اختلاف ارتفاع،

از جمله گياهان ارزشمند ]. 1[ صنعتي و خوراكي را فراهم كرده است
توان ايران كه از نظر دارويي و خوراكي داراي اهميت بسياري هستند مي

 Alliaceaeجنس آليوم از خانواده  به گياهان جنس آليوم اشاره كرد.
گونه گياهي است كه در طول تاريخ به  750باشد و داراي حدود مي

ها آسياي مركزي منشأ آليوم]. 2[ نداهشدده استفاده ميصورت گستر
سال قبل از  3000ي وسيعي از هند تا فلسطين كه حدود منطقه است،

شد و اين گياهان ميلاد مسيح از اين گياهان در اين مناطق استفاده مي
بخصوص سير و پياز از اين مناطق به ساير نقاط دنيا معرفي و فرستاده 

دهندگي آنها به خاطر خاصيت طعمتنها اين گياهان  اهميت .اندشده
قرار هاي دور به عنوان غذا و دارو نيز مورد استفاده نيست بلكه از زمان

 ].3، 4[ اندهگرفتمي

ها اثرات ترين اثرات فارماكولوژيك آليوميكي از مهم
دومين علت اين بيماري  سرطان آنهاست.سايتوتوكسيك و ضد
عنوان  هاي قلبي و عروقي به شمار رفته و بهمرگ بعد از بيماري

سال مطرح است. امروزه ارتباط  85اولين علت مرگ در افراد زير 
ده شاثبات  بين رژيم غذايي و پيشگيري و درمان سرطان كاملاً

اند كه استفاده از داروهاي است. همچنين مطالعات اخير نشان داده
جلوگيري نموده و در  هاگياهي از پيشرفت بسياري از انواع سرطان

مقايسه با شيمي درماني و راديوتراپي باعث بروز عوارض جانبي 
  ].5- 7شوند [كمتر و طول عمر بيشتر براي بيماران مي

هاي گونهاساس نتايج حاصل از مطالعات گوناگون،  بر
يكي از منابع غني تركيبات دارويي  Alliumمختلف جنس 

، فلاونوييدها و تركيبات گياهي بويژه استروئيدهاي ساپونيني
] كه تمامي اين تركيبات از جمله 8باشند [سولفوره مي

هاي ثانويه با ارزش گياهي به شمار آمده و اثرات متابوليت
فارماكولوژيك و فيزيولوژيك گوناگون آنها از جمله اثرات 

 ي قند خون،كاهنده ي كلسترول،كاهنده ي فشار خون،كاهنده

سرطان، طي اسپاسم و ضدضد ويروس،دباكتري و قارچ، ضضد
]. از ميان 3، 9[ مطالعات متعدد علمي به اثبات رسيده است

  هاي استخراج شده از گياهان بسياري از ساپونينتركيبات ياد شده، 

  

هاي سلولي سرطاني داراي اثرات جنس آليوم بر روي رده
هاي ن. القا آپوپتوز توسط ساپوني]10، 11[ اندسايتوتوكسيك بوده

تومور ، عملكرد ضد]12- 15[ استخراج شده از منابع مختلف
چنين و هم ]16، 17[ هاي سرطانيها به دليل مهار تكثير سلولساپونين

از  ]migration( ]19 ،18( سرطان با مهار مهاجرت سلولياثرات ضد
سرطاني هاي پيشنهاد شده در مورد اثرات ضدترين مكانيسمجمله مهم

  باشد.مي اين تركيبات
(تره قفقازي، پياز قفقازي)  Allium affine Ledeb گياه

و از گياهان مهم  Alliumهاي خوراكي جنس يكي از گونه
اي ساله و بوتهچند آيد. اين گياه بادوام،كشورمان به شمار مي

در ايران، قفقاز، شمال كشور عراق، لبنان، سوريه  است و عمدتاً
رويد. هاي گرم و خشك ميهستانو تركيه و بيشتر در دامنه كو

A. affine  با نام محلي تره كوهي به عنوان يك سبزي خوراكي
و ماده غذايي سرشار از ويتامين، به شكل تازه و يا به صورت 
چاشني غذايي، در بسياري از نقاط كشورمان بويژه در مناطق 

هاي چهارمحال و بختياري و غربي و مركزي از جمله استان
 .]20[ گيردشكل قابل توجهي مورد استفاده قرار مياصفهان به 

عليرغم اهميت اين گياه به عنوان يك سبزي خوراكي و يكي از 
ها، تاكنون هيچ مطالعه جامع هاي مهم خانواده آليومگونه

فيتوشيميايي و يا فارماكولوژيك به منظور استخراج و شناسايي 
صورت  تركيبات موجود در اين گياه و اثرات درماني آن

نگرفته است. اين تحقيق به بررسي اثرات سايتوتوكسيك 
كه غني از تركيبات   A. affineفراكسيون بوتانولي گياه 

بخش آن را بر روي سه ساپونيني است پرداخته و نتايج رضايت
نمايد تا هاي سرطاني پستان و تخمدان گزارش ميرده از سلول

ين فراكسيون و در آينده با استخراج تركيبات موجود در ا
   ثره سايتوتوكسيك موجود در گياهؤشناسايي آنها، تركيبات م

A. affine  شودشناسايي و معرفي.  
  

  هامواد و روش
  گيري و تهيه فراكسيون بوتانوليعصاره

  در فصل بهار از  Allium affine Ledeb پيازهاي گياه
شناس شناسايي بازار سبزيجات بروجن خريداري، توسط گياه
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  شانزدهم، دوره چهارم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1396، پاييز يازدهشماره نامه ويژه

 

و همكاران كاظمي   

 

  در هرباريوم دانشكده  3403ونه هرباريومي آن به شماره و نم
  

  د.شداروسازي اصفهان ثبت و نگهداري 
پيازهاي گياه در شرايط سايه و هواي آزاد خشك شده و 

 شدگيري توسط آسياب برقي پودر سپس بلافاصله قبل از عصاره
گيري ايجاد شود. بر روي تا سطح تماس بيشتري با حلال عصاره

  هايگرم) به ترتيب با حلال 930(ست آمده پودر به د
n - ،و متانول 19:( متانول - كلروفرم كلروفرم، هگزان (

هر مرحله  گيري به روش ماسراسيون انجام شد.عصاره
شده تكرار  هاي يادليتر از حلال 3بار با استفاده از  4گيري عصاره

هاي به دست آمده توسط دستگاه در پايان تمامي عصاره د.ش
  د.شگراد تغليظ درجه سانتي 40در دماي  اري در خلأروت

به منظور تهيه فراكسيون بوتانولي گياه، عصاره متانولي به دست 
مرحله به  3آمده در آب حل شده و سپس با استفاده از دكانتور و در 

بوتانول دكانته و عصاره بين دو حلال توزيع شد.  - nكمك حلال 
با يكديگر مخلوط و توسط درنهايت فازهاي بوتانولي حاصله 

د. به منظور اطمينان از خشك شتغليظ  دستگاه روتاري در خلأ
گونه حلال در آن، فراكسيون  شدن عصاره و عدم وجود آب و هر

 تغليظ شده بوتانولي در پايان با استفاده از دستگاه فريز دراير كاملاً
د و و پودر خشك حاصله تا زمان انجام آناليز سلولي در شخشك 

  .ظرف درب بسته در يخچال نگداري شد
  

  نگهداري و كشت سلولي
مربوط به  MCF-7 ،MDA-MB231 هاي سلوليرده

مربوط به سرطان  OVCAR-3 سرطان پستان و رده سلولي
تخمدان از بانك ملي سلولي انسيتو پاستور ايران خريداري 

متر مكعب در محيط كشت سانتي 25شده و در فلاسك 
RPMI1640واحد  100سيلين ، پنيدرصد 10اله ، سرم گوس

ميكروگرم در  100متر مكعب و استرپتومايسين در سانتي
 درصد 5كربن اكسيدگاز دي متر مكعب در شرايط فشارسانتي

كشت داده شد. براي  2COدر انكوباتور  درصد 95و رطوبت 
، درصد 75پس از رسيدن تراكم سلولي به  MTTانجام تست 

ها توسط محلول ا تخليه و سلولهمحيط كشت اين سلول
از ته  )EDTA( آمين تترا استيك اسيداتيلن دي-تريپسن

به  rpm 1000 فلاسك جدا و با استفاده از دستگاه سانتريفيوژ با دور

 1دقيقه سانتريفوژ شدند. رسوب سلولي حاصل در ميزان  5مدت 
سي محيط كشت به حالت سوسپانسيون درآورده شده و تعداد سي

  هاي زنده با كمك رنگ تريپان بلو شمارش شدند.سلول
  

  هاتيمار سلول
  MTTتعيين سميت سلولي با استفاده از تست 

به منظور بررسي اثر سايتوتوكسيك فراكسيون بوتانولي گياه 
ها با د. براي انجام اين تست سلولشاستفاده  MTTاز تست 
ل و اي منتقخانه 96به هر چاهك پليت  cell/ml310×5دانسيته 
ها، ها به كف چاهكساعت و چسبيده شدن سلول 24پس از 
هاي تهيه شده به زير هود منتقل شده و محيط كشت پليت

ها توسط سمپلر با دقت خالي شد. سپس محيط كشت چاهك
  هاي مختلف از فراكسيون بوتانولي گياهجديد حاوي غلظت

A. affine )200 -1/0 افه ها اضليتر) به چاهكميكروگرم/ ميلي
د. براي هر غلظت سه چاهك در نظر گرفته شد و به ش

  محيط كشت كامل و حلال اضافه شد. هاي شاهدچاهك
ساعت بعد از سپري شدن زمان هر تيمار، به هر چاهك  48
گرم ميلي 5/0(غلظت نهايي  MTTميكروليتر محلول  20مقدار 
ساعت نگهداري در  4) اضافه شد و پس ازPBSليتر در بر ميلي

د. براي انحلال شها تخليه ، محيط كشت سلول2COكوباتور ان
ميكروليتر محلول  200ها رنگ ايجاد شده به هر كدام از چاهك

دي متيل سولفوكسيد اضافه و بعد از انحلال كامل، شدت 
گيري نانومتر اندازه 570جذب محلول هر چاهك در طول موج 

هك هاي زنده متناسب با نسبت جذب هر چاصد سلولو در
بر روي آن انجام نشده نسبت به كنترل آن كه هيچ تيماري 

  د.شمحاسبه  ،است

  
  آناليز آماري

صورت ه مرحله تكرار آزمايش ب 3نتايج به دست آمده از 
د. نتايج نهايي به كمك شميانگين انحراف معيار ثبت و گزارش 

و با استفاده از  ).SPSS )version 16, SPSS Incافزار نرم
تست و با سطح  tيك طرفه و  ANOVAآماري هاي آزمون

  مورد ارزيابي قرار گرفت. >P 05/0 معناداري
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  نتايج
  
  

ساعته  48بعد از تيمار  MTTنتايج حاصل از آزمون 
با  OVCAR-3و  MCF-7 ،MDA-MB231هاي سلولي رده

كاهش وابسته به غلظت   A. affineفراكسيون بوتانولي گياه 
از را نسبت به نمونه كنترل نشان فعاليت سوكسينات دهيدروژن

). در مقايسه با گروه كنترل، در 3و  2، 1هاي شماره داد (شكل
  سلولي از غلظت  دار تكثيرمهار معني  MCF-7رده سلولي

ميكروگرم /  200ليتر شروع و در غلظت ميكروگرم / ميلي 1
). همانطور كه >P 01/0( ليتر به حداكثر ميزان خود رسيدميلي

هاي زنده نشان داده شده است، درصد سلول 1 شماره در شكل
  ليتر در اين رده سلوليميكروگرم / ميلي 200در غلظت 

باشد كه نسبت به گروه كنترل اختلاف درصد مي 4/10 3/2±
 دهددهد. همچنين نتايج مطالعه نشان ميداري را نشان ميمعني

نولي فراكسيون بوتا (IC50) ثر مهار پنجاه درصدؤكه غلظت م
ساعت  48بعد از  MCF-7 براي رده سلولي  A. affine گياه

  باشد.ليتر ميميكروگرم / ميلي 33/45 ±05/3تيمار برابر با 
  
  

  

  نيز مهار رشد سلولي از  MDA-MB231در رده سلولي 
  داري آغاز شد و ليتر به طور معنيميكروگرم / ميلي 1غلظت 

ليتراتفاق گرم / ميليميكرو 200بيشترين تأثير مهاري در غلظت 
  هاي زنده در طوري كه درصد سلول )، به2 شماره افتاد (شكل

درصد رسيد كه نسبت به گروه  85/8±95/0اين غلظت به 
. )P>01/0(داد اي را نشان ميكنترل اختلاف قابل ملاحظه

 ثر مهار پنجاه درصدؤكه غلظت م دهدنتايج مطالعه نشان مي
(IC50)  گياهفراكسيون بوتانولي A. affine  براي رده سلولي 

MDA-MB231  81/0ساعت تيمار برابر با  48بعد از± 
  باشد.ليتر ميميكروگرم / ميلي 13/40

  

هاي مختلف با غلظت OVCAR-3هاي تيمار سلول
در مقايسه با گروه  نيز A. affineفراكسيون بوتانولي گياه 

داد  هاي زنده را نشاندار درصد سلولكنترل كاهش معني
)01/0 P<ليتر شروع ميكروگرم / ميلي 1ثير از غلظت أ). اين ت

ميكروگرم /  200صورت وابسته به غلظت در غلظت ه و ب
   ). درصد3رسيد (شكل شماره ليتر به حداكثر ميزان خود ميلي

  

  
هاي مختلف ها با غلظتسلولبه سرطان پستان.  مربوط MCF-7در مهار رشد رده سلولي   A. affineتأثير فراكسيون بوتانولي گياه -1شكل شماره 

در مقايسه با كنترل به صورت  MEAN ± SDتايج براساس گيري شد. ناندازه MTTها به كمك تست ساعت درصد زنده ماندن سلول 48فراكسيون تيمار شدند. پس از 
  ).** P >01/0( ه شده استئدر صد ارا
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هاي مختلف ها با غلظتسلولمربوط به سرطان پستان.  MDA-MB231در مهار رشد رده سلولي  A. affineگياه  ثير فراكسيون بوتانوليأت -2شكل شماره 

در مقايسه با كنترل به صورت  MEAN ± SDتايج براساس گيري شد. ناندازه MTTها به كمك تست ساعت درصد زنده ماندن سلول 48فراكسيون تيمار شدند. پس از 
  ).** P >01/0( ه شده استئدر صد ارا

  

  
هاي ها با غلظتمربوط به سرطان تخمدان. سلول OVCAR-3در مهار رشد رده سلولي   A. affineثير فراكسيون بوتانولي گياهأت -3شكل شماره 

در  MEAN ± SDتايج براساس گيري شد. ناندازه MTTها به كمك تست ساعت درصد زنده ماندن سلول 48مختلف فراكسيون تيمار شدند. پس از 
  ).** P >01/0( ه شده استئمقايسه با كنترل به صورت در صد ارا
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درصد رسيد كه  58/11±70/1هاي زنده در اين غلظت به سلول
داد. اي را نشان مينسبت به گروه كنترل اختلاف قابل ملاحظه

 ثر مهار پنجاه درصدؤكه غلظت م دهدنتايج مطالعه نشان مي
(IC50) ي گياهفراكسيون بوتانول A. affine   براي رده سلولي

OVCAR-3  13/7 ±94/0ساعت تيمار برابر با  48بعد از 
ثير سايتوتوكسيك در أباشد كه بهترين تليتر ميميكروگرم / ميلي

  باشد.هاي سلولي مورد بررسي ميميان رده

  
  بحث

-MCF-7 ،MDAهاي در بررسي توانايي زيستي سلول

MB231  وOVCAR-3  با استفاده از آزمونMTT ،
موجب كاهش چشمگير   A. affineفراكسيون بوتانولي گياه
ويژه در هاي سرطاني پستان و تخمدان بتوانايي زيستي سلول

برابر  OVCAR-3 )IC50مورد رده سلولي سرطان تخمدان 
د كه فرضيه مطالعه شليتر) ميكروگرم/ ميلي 13/7 ±94/0با 

وكسيك در فراكسيون غني از مبني بر وجود اثرات سايتوت
  نمايد.ييد ميأهاي گياه را تساپونين

با نتايج ساير  A. affineنتايج به دست آمده از گياه 
مطالعات در مورد گياهان جنس آليوم و اثرات سايتوتوكسيك 

گيرد. ييد قرار ميأاين گياهان نيز همخواني داشته و مورد ت
عنوان يك عامل ه ب )A. sativum(براي مثال استفاده از سير 

كه در شرايط آزمايشگاهي اثر ، زماني 1950 از سال سرطانضد
هاي اين گياه بر رشد كننده عصاره غني از تيوسولفيناتمهار
هاي تومور مشخص شد آغاز گرديد. مطالعات مختلف سلول

اند كه مصرف سير و پياز موجب كاهش خطر ابتلا نشان داده
هاي بدن مثل اي مختلف و دستگاههبه سرطان ساركوم در بافت

معده، روده بزرگ، مري، پروستات، مثانه، كبد، ريه، پستان، 
ي رسد اين اثرات به واسطهشود. به نظر ميپوست و مغز مي

شود كه هنوز به خوبي شناخته هاي مختلفي انجام ميمكانيسم
توان گفت كه در مجموع سير و پياز اثرات اند و مينشده
  ].21[ كنندمستقيم اعمال ميخود را به صورت غيرسرطاني ضد

عنوان يكي ه ب )A. hirtifolium(در مورد گياه موسير 
هاي مهم جنس آليوم، اگرچه مكانيسم مهاري آن ديگر از گونه

هاي سرطاني به خوبي مشخص نيست اما نتايج بر رشد سلول
 برخي مطالعات نشان داده است كه كوئرستين موجود در آن، از

آپوپتوزي هاي آنتيو كاهش پروتئين p53طريق افزايش القاي 
Survivin و Bcl-2نمايد به بروز اثرات اين گياه كمك مي

چنين آليسين موجود در موسير نيز باعث تحريك ]. هم22[
تشكيل جسم آپوپتوتيك، توقف سيكل سلولي، متراكم شدن 

 8 ،3 و هم چنين فعال شدن كاسپاز DNAهسته، نردباني شدن 
  ].23[ شودمي 9 و 

مطالعات متعددي نيز در خصوص اثرات سايتوتوكسيك 
ترين دسته تركيبات ها به عنوان يكي از مهماستروييد ساپونين

موجود در گياهان جنس آليوم وجود دارد كه به عنوان نمونه 
هاي توان به اثرات سايتوتوكسيك استروييد ساپونينمي

  و A. Umbilicatum استخراج شده از گياهاني چون
A. vavilovii ] از سوي ديگر با توجه 9، 11،24اشاره نمود .[

به   A. affineبه مطالعات فيتوشيميايي انجام شده بر روي گياه 
هاي حاوي تركيبات ساپونين رسد كه اين گياه عمدتاًنظر مي

استروييدي بر مبناي ديوسجنين، تيگوجنين و روسكوجنين 
تواند ايتوتوكسيك مشاهده شده ميكه اثرات س ]10[ است

ناشي از وجود اين تركيبات در فراكسيون مورد بررسي باشد. 
در مجموع با توجه به مطلوب بودن نتايج حاصل از اين 
مطالعه، استخراج و شناسايي تركيبات موجود در فراكسيون 

هاي موجود ويژه استروييد ساپونينب  A. affineبوتانولي گياه 
ي اثرات سايتوتوكسيك تركيبات خالص شده در آن و بررس

تواند منجر به شناسايي تركيبات نهايي حايز اهميت بوده و مي
العات تكميلي در ثره دارويي موجود در اين گياه و انجام مطؤم

  .شودمورد آنها 

  
  و قدرداني تشكر

مصوب  393663اين مقاله حاصل طرح تحقيقاتي شماره 
باشد. زشكي اصفهان ميمعاونت پژوهشي دانشگاه علوم پ

هاي مالي و معنوي انجام شده قدرداني بدينوسيله از حمايت
. از جناب آقاي دكتر محمود آقايي بابت راهنمايي و شودمي

  .شوددريغشان سپاسگزاري ميحمايت بي
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Abstract 
 

Background: Among the secondary metabolites isolated from Allium species, steroidal saponins 
are more important for their cytotoxic activities on a variety of cancer cell lines. Current study has 
investigated the cytotoxic activity of saponin-riched butanolic fraction of Allium affine, an 
important edible Allium species of Iran. 
Objective: This study was conducted to evaluate cytotoxic activity of saponin-riched fraction of 
Allium affine Ledeb on breast and ovarian cancer cell lines.   
Methods: Bulbs of the plant were extracted respectively by hexane, chloroform, chloroform-
methanol (9-1) and methanol in a stepwise method with increasing solvent polarity. The methanol 
extract was then partitioned between water and butanol and the final dried butanolic fraction was 
used for further cytotoxicity assay. MCF-7, MDA-MB231 and OVCAR-3 cell lines were tested for 
cytotoxic activity, using different concentrations of butanolic fraction (0.1-200 µg/ml) by MTT 
assay. After the incubation time (48 h), the percentage of the viable cells was determined by ELISA 
reader instrument in 570 nm. 
Results: All of the cell lines tested in this investigation exhibited a dose-dependent decrease in 
succinate dehydrogenase activity against the control and significant dose-dependent inhibition of 
the growth in all concentrations and cell lines were observed (P<0.01). The most cytotoxic activity 
was observed for OVCAR-3 cell line (IC50= 7.13±0.94 µg/ml). 
Conclusion: The butanolic fraction of A. affine exhibited a significant cytotoxic activity on 
investigated cell lines, especially OVCAR-3, which is in agreement with other studies conducted on 
different Allium species. According to the results, it seems that the butanolic fraction of this plant 
contains cytotoxic components, especially steroidal saponins, and the phytochemical study of the 
constituents is suggested. 
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