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 تحقیقاتیمقاله 
و اسید  (.Punica granatum L)های انار بررسی اثر سمیت سلولی عصاره هیدروالكلی گل

 B16f10های ملانوما شده از آن بر روی سلولاورسولیك خالص 
 4اللهی، سعید حبیب3، الهه پورعزیزی2محمد فضیلتی ،*،2عباس میرجلیلیسید ،1فاطمه شریفیان

 نور، ایرانشناسی، دانشگاه پیامگروه زیست 1
 ایران تهران، کشاورزی، ترویج و آموزش تحقیقات، سازمان ،(ره) خمینی امام عالی آموزش مرکز 2
 آباد، ایرانآباد، دانشگاه آزاد اسلامی، نجفگروه بیوشیمی، واحد نجف 3
 نور، ایراندانشکده شیمی، دانشگاه پیام 4

  چكیده  اطلاعات مقاله
 واژگان:گل

 گل انار
 استخراج اسید اورسولیک

 ملانوما
MTT 

 .ها داراستنوع سرطان پوست است و بیشترین سرعت رشد را در میان انواع سرطان نیترخطرناکملانوما  مقدمه: 
 ازگسترده در گیاهان دارویی  طور بهاست که  شده شناختهترپنوئیدهای پنتاسیکلیک اسید اورسولیک یکی از تری

های انار و همچنین مطالعه حاضر به بررسی اثر سایتوتوکسیک عصاره اتانولی گل هدف:. گل انار وجود دارد جمله

ی سازخالص روش بررسی:. پردازدیم B16f10ی های ملانوما موشاز آن بر سلول شدهخالصاسید اورسولیک 
گیری با کمک اولتراسوند و به دنبال آن فلش کروماتوگرافی فاز های انار، با استفاده از عصارهاسید اورسولیک از گل

کروماتوگرافی گازی جفت شده با  لهیوسبه شدهخالصنرمال انجام شد. ساختار شیمیایی اسید اورسولیک 
تأیید شد. سپس اثر عصاره اتانولی  NMR-H1و  (IR) قرمزمادونی سنجفیط، (MS-GC)می اسپکتروسکوپی جر

با  B16f10ی ملانوما موشی هاسلولشده از آن در مهار تکثیر ی انار و همچنین اسید اورسولیک خالص هاگل
ی موفق و پربازده اسید اورسولیک سازخالصنتایج این مطالعه استخراج و  نتایج:انجام شد.  MTTاستفاده از روش 

 فلش کروماتوگرافی، درصد خلوص اسید بار کروش فلش نشان داد. بعد از یاین ی انار را توسط هاگلاز 
با  B16f10ی هاسلولدرصد پودر خشک گل انار بود. تیمار  1/0 و مقدار محصول درصد 97اورسولیک بیش از 

 72و  48ی را بعد از داریمعنتکثیری از آن، فعالیت ضد شدهخالصی انار و اسید اورسولیک هاگلاتانولی  عصاره
وابسته به غلظت و زمان مشاهده شد.  صورتبهی انار هاگل عصارهساعت نشان داد. این فعالیت مهاری از 

از آن در  شدهخالصرسولیک ی انار و اسید اوهاگل عصارهنتایج این تحقیق حاکی از ارزشمند بودن  گیری:نتیجه
 باشد.یمپیشگیری و درمان ملانوما 
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 مقدمه. 1
ترین نوع سرطان در یجرایکی از  عنوان بهان پوست سرط

ها در جمعیت سرطانیسرتاسر جهان است که تقریباً نیمی از 
[. در 1، 2خود اختصاص داده است ] یدپوستان را بهسفمیان 

نوع آن  نیترکشندهمیان انواع مهم سرطان پوست، ملانوما 
یمقرار  ریتأثپوست را تحت  ترقیعمی هاهیلااست چون 

ها و بیشترین توان را برای پخش شدن به دیگر بافت دهد
جهان آمار تعداد  سرتاسری پیش در هاسالدر طول . [3دارد ]
ی همهناشی از آن بیش از  ریم و مرگملانوما و  مبتلابهافراد 

که ریسک  رسدیم[. به نظر 4ها بوده است ]انواع دیگر سرطان
یطولانفاکتور محیطی برجسته برای گسترش ملانوما قرارگیری 

ی هاکالیراد، UVدر معرض نور خورشید باشد. اشعه  مدت
، 6] شودیم DNAکه باعث آسیب به  کندیمآزاد مضر تولید 

یک  عنوان به توانندیمی پوست هاسرطانی آینده هاسال[. در 5
مطرح باشند. بنابراین  مشکل مهم در سلامت عمومی جامعه

طور ویژه )به  in vitroصورت  مطالعه سرطان پوست به
های های سلولی ملانوما(، و کاهش وقوع آن بوسیله همه راهرده

عنوان یک گیاهان دارویی به ممکن حائز اهمیت زیادی است.
کنند. سرطان، نقش مهمی ایفا میمنبع مؤثر و مطمئن عوامل ضد

شوند از سرطانی که امروزه استفاده میدرصد عوامل ضد 60
 [.7اند ]منابع طبیعی مثل گیاهان به دست آمده

متعلق به  (.Punica granatum L)ی نام علم انار با
های خوراکی یوهمترین یمیقدیکی از  Punicaceae خانواده

ها گسترده در طب مردم بسیاری از فرهنگ طور بهاست که 
[. درخت انار بومی ایران است و از 8شود ]یماستفاده 

ای آسیا، آفریقا و اروپا یترانهمدی منطقهی قدیم در هازمان
محصولاتی است که به دلیل  ازجمله[. انار 9شود ]یمکاشت 

ی مختلف هابخشدر  باارزشهای ثانویه یتمتابولدارا بودن 
ست ، پوهاگل، هابرگخود مانند میوه، دانه، پوست میوه، 

ها توجه زیادی را به خود جلب کرده است. درخت و ریشه
ها دارای فعالیت فارماکولوژیکی از این بخش کدام هر

گسترده در  طوربهی انار هاگل[. 10، 11ی هستند ]توجهقابل
ی هاگلشود. یمسیستم طب یونانی، چینی و هندی استفاده 

آن  رهعصاهمتا هستند، یبدیابت سنتی انار یک داروی ضد
درمانی برای ورم گوش  عنوان بهکند و یمخونریزی را قطع 

ی مزمن هااسهالی انار همچنین برای درمان هاگلمیانی است. 
ویژه در کودکان و برای درمان موی در حال سفید شدن در مردان ب

 عنوانبهی انار هاگلشود. یمجوان در طب سنتی چین استفاده 
یروس، مقوی نیروی جنسی در مردان ضدوقارچ، باکتری، ضدضد
درمان برای برونشیت، اسهال، مشکلات گوارشی،  عنوان بهو 

ی عفونی پوستی و دیابت در متون پزشکی یونانی استفاده هازخم
ی مختلف گل انار دارای هاقسمت[. 10، 12، 13شده است ]یم

ه یه آسیب اکسیداتیو بعلاکسیدانی بسیار قوی و حمایت یآنتفعالیت 
اکسیدان نیرومند از باشند. تعدادی آنتییم DNAی هامولکول

 [.13، 14أیید شده است ]تنیز  انهآیر تأثی و جداسازی انار هاگل

باشند. یمهای ثانویه متنوعی ی انار حاوی متابولیتهاگل
ها هستند که شامل گالیک اسید، الاژیک فنلپلی هاآنین ترفراوان

. در درجه دوم استکربوکسیلات  - اسید و اتیل برویفولین
ها هستند که شامل اولئانولیک اسید، اورسولیک اسید، ترپنتری

. هر یک از این ترکیبات استماسلینیک اسید و آسیاتیک اسید 
 انددادهی نشان توجهقابلهای بیولوژیک و فارماکولوژیک یتفعال

-UA; 3β-hydroxy-12-urs-12-en-28)[. اسید اورسولیک 14]

oic acid)  یک هیدروکسی پنتاسیکلیک  عنوان به( 1)شکل
دهنده برخی از گیاهان دارویی و ترپن اسید، ترکیب تشکیلتری

ترکیب اصلی پوشش حفاظتی موم مانند موجود روی پوست 
ها، آلوها، یتونزها، یگلابها، یبسهای مختلف شامل انواع یوهم

زیادی تصور  زمانمدت[. برای 15، 16] استه قاط انجیرها و قر
که یدرحالیرفعال است. غبیولوژیکی  ازنظرشد که این ترکیب یم

یرات فارماکولوژیک اسید اورسولیک تأثهای اخیر به علت در سال
این ماده جلب شده  طرف بهبه همراه سمیت کم آن توجه زیادی 

فارماکولوژیکی مثل های یتفعال[. برای اسیداورسولیک 17است ]
، 21میکروبی ]، ضد[19] کنندگی از قلب، حفاظت[18آلرژی ]ضد
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اکسیدان یآنتیک  عنوان به، [16کننده دستگاه ایمنی ]یمتنظ، [20
و  ضدالتهاب، [24زخم ]، ضد[22 ،23تومور ]، ضد[10 ،11]

که  اندکردهاست. مطالعات فراوانی ثابت  شدهگزارش[ 25درد ]ضد
ی سرطانی هاسلولاسید اورسولیک آپوپتوز را در بسیاری از انواع 

ی سرطان خون، سرطان کولون، سرطان سینه، هاسلولشامل 
[. فعالیت 16، 25، 26کند ]یمسرطان ریه و سرطان پروستات القاء 

ی القاکنندهزایی و رگمتاستازی، ضدتکثیری، ضدی، ضدضدالتهاب
 in vivoی سرطان در شرایط هامدلآپوپتوز از اسید اورسولیک در 

[. انبوه مطالعات بر روی 27، 28است ] شده گزارش in vitroو 
سرطانی اسید دهد که اثر ضدیممکانیسم اثر این ترکیب نشان 

اورسولیک به علت توانایی این ترکیب در القاء آپوپتوز در 
تشکیل تومور و مهار تکثیر  ، پیشگیری ازی سرطانیهاسلول
ی سرطانی است. از اینرو با توجه به اهمیت گیاه انار و با هاسلول

های درخت انار و توجه به وجود ترکیب اسید اورسولیک در گل
اهمیت آن به عنوان یک ترکیب بسیار سودمند برای سنتز طیف 

های زیست فعال جدید و پتانسیل عظیم این وسیعی از مولکول
سرطان، التهاب و ضدبرای استفاده به عنوان یک داروی ضد ترکیب

هیدروالکلی  عصارهسرطانی بررسی اثر ضد هدف بامطالعه حاضر 
از آن بر روی  شده خالصی انار و همچنین اسید اورسولیک هاگل

 انجام شد. B16f10رده سلولی ملانوما موشی 

 
 ساختار اسید اورسولیک. 1شكل 

 

 هامواد و روش. 2

 گیریآوری گیاه و عصارهجمع .2.1
از درختان  1395های انار، رقم آلک زودرس، در بهار سال گل

طور کلکسیون باغ انار مرکز تحقیقات کشاورزی اصفهان، به 
های کامل بوسیله آوری شدند. گلها جمعتصادفی از روی شاخه

 گراد و سپس بهدرجه سانتی 105دقیقه در  15یک آون به مدت 
های [. گل13گراد خشک شدند ]درجه سانتی 65مدت دو روز در 

 خشک شده سپس توسط یک آسیاب پودر شدند.
های خشک شده انار به جهت تهیه عصاره، پودر گل

درصد مخلوط شد. سپس  90با حلال اتانول ml/g  20:1نسبت
درجه  40گیری به کمک دستگاه اولتراسونیک در دمای عصاره
 [.13، 15دقیقه انجام شد ] 50مدت  گراد و بهسانتی
 

فلش  روش توسط سازی اسید اورسولیکخالص .2.2
 کروماتوگرافی فاز نرمال

 60گیری ذکر شده در قسمت قبل، مقدار طبق روش عصاره
درصد به کمک  90لیتر اتانول میلی 1200گرم پودر خشک گل با 

و به مدت  گراددرجه سانتی 40دستگاه اولترا سونیک و در دمای 
گیری شد. سپس مخلوط حاصل از کاغذ صافی دقیقه عصاره 50

عبور داده شد. عصاره به دست آمده به کمک دستگاه روتاری، 
گراد تغلیظ شد. عصاره درجه سانتی 40تحت خلاء و در دمای 

گرم( برای جداسازی اسید اورسولیک بر روی  12خام حاصل )
 فاده شد.ژل سیلیکا در ستون کروماتوگرافی است

نقطه شروع پیدا کردن  ینتردر کروماتوگرافی ستونی مهم
طور مؤثر یک فاز متحرک مناسب است که بتواند به

جداسازی خوبی را برای ترکیبات هدف ایجاد کند. 
بهترین روش برای  (TLC)کروماتوگرافی لایه نازک 

باشد. در سیلیکاژل می یهاانتخاب فاز متحرک برای ستون
چندین سیستم حلال دوتایی شامل اتیل استات این تحقیق 

(، کلروفرم /متانول V/V 2 :30( )V/V 5 :30/متانول )
(V/V 1 :30( )V/V 2 :30 دی ،)( کلرومتان /متانولV/V 2: 
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30( )V/V 5 :30استات /هگزان )(، اتیلV/V 5 :1( )V/V 3 
:1( )V/V 2:4( )V/V 2:3( )V/V 3:3( اتانول /هگزان ،)

V/V 1:3( )V/V 2:3( )V/V 2:4 برای جداسازی اسید )
 آزمون شد. TLCاورسولیک توسط 

ایی به کروماتوگرافی ستونی فلش در یک ستون شیشه
 شده ی( که برای این کار طراحمترمیلی mm 50×300) ابعاد

کلرومتان پر شد و ستون با حلال دی بود، انجام شد.
شده ( حلmµ 63-40گرم با سایز ذرات  170سیلیکاژل )

به داخل ستون منتقل شد. حلال  یجتدر به ،در دی کلرومتان
داخل ستون تا رسیدن به سطح سیلیکاژل از ستون خارج 

گرم عصاره خام بر روی  12پس از آماده شدن ستون  شد.
ستون ریخته شد. شستشوی ستون با فاز متحرک دی

فلش انجام شد. سیستم  (V/V 2 :30کلرومتان/ متانول )
از نیتروژن با یک سرعت  اییوستهکروماتوگرافی با جریان پ

 ml 50فرکشن با حجم  10پمپ شد.  in./min 5/0جریان 
آنالیز   HPLCهآوری شد و توسط دستگااز زیر ستون جمع

  M، فاز متحرک متانول وVenusil MP C18 )ستون شد
 ml/min، سرعت جریان( ,90pH=3: 10بافر فسفات ) 1/0

که حاوی  ییاه. فرکشن(nm 210آشکارساز موج ، طول9/0
اسید اورسولیک بودند به هم ملحق شدند و توسط روتاری در 

گراد و تحت خلاء تغلیظ شدند. بر روی درجه سانتی 40دمای 
اسید اورسولیک به دست آمده چندین مرتبه فرآیند تبلور مجدد 

و  ده نیز حذف شوندی باقی مانهابا متانول انجام شد تا ناخالصی
 شکل و سفید رنگ اسید اورسولیک حاصل شوند.بلورهای بی

 

 شدهتعیین درصد خلوص اسید اورسولیک خالص  .2.3
مقدار دقیقی از اسید اورسولیک استاندارد )سیگما با درصد 

ی انار هاگلاز  شدهخالصدرصد( و اسید اورسولیک  94خلوص 
)پس از فرآیند تبلور مجدد( وزن شد و در مقدار مناسبی متانول 

در هر مورد،  µg/ml 400جهت به دست آمدن غلظت مشخص 
 mµی حاصل پس از عبور از فیلتر غشایی هامحلولحل شد. 

تزریق شد. سپس سطح زیر  HPLCجهت آنالیز به دستگاه  45/0
اسید اورسولیک  µg/ml 400پیک حاصل از تزریق محلول 

درصد با سطح زیر پیک  94استاندارد با درصد خلوص مشخص 
شده از اسید اورسولیک خالص µg/ml 400حاصل از محلول 

های انار مقایسه و درنهایت درصد خلوص اسید اورسولیک گل
 های انار به دست آمد.شده از گلخالص
 

 شده شناسایی اسید اورسولیک خالص .2.4
های شده از گلساختار شیمیایی اسید اورسولیک خالص 

ی کروماتوگرافی گازی جفت شده با انار بوسیله
قرمز ، طیف سنجی مادون(MS-GC)اسپکتروسکوپی جرمی 

(IR و )NMR-H1  تأیید شد. طیفIR (Infrared)  با استفاده
های )ژاپن( و توسط قرص Jasco 4200 FT-IRاز دستگاه 

 شده ازبه همراه اسید اورسولیک خالص KBr شده ازآماده
از اسید اورسولیک  Massهای انار، گرفته شد. طیف گل

GC MS- QP5050شده با استفاده از دستگاه خالص

Shimadzu  ژاپن( به دست آمد. همچنین طیف(NMR-H1 
Bruker و توسط دستگاه اسپکترومتر  3CDCLبا حلال 

Ultrashield 400 MHz  شد.)آلمان( گرفته 
 

 ارزیابی عملکرد سمیت سلولی .2.5
سرطانی عصاره گل انار و جهت بررسی فعالیت ضد

شده از آن، رده سلولی ملانوما اسید اورسولیک خالص 
از مرکز تحقیقات فیزیولوژی کاربردی  B16f10موشی 

منظور انجام آزمایشات دانشگاه اصفهان خریداری شد و به 
درصد سرم  10)حاوی  DMEMبعدی در محیط کشت 

درصد  5جنین گاوی( و تحت شرایط استاندارد انکوباتور )
2CO ،90  گراددرجه سانتی 37درصد رطوبت و دمای )

 ها به روشکشت داده شد. بعد از انجام سه بار پاساژ، سلول
ها جدا شدند و تریپسین از ته فلاسک از استفاده با و آنزیمی

سانتریفیوژ شدند.  rpm 15000دقیقه با دور  5 مدت به
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صورت سوسپانسیون تهیه شد و بر ی سلولی حاصل به توده
روی لام نئوبار و توسط میکروسکوپ معکوس شمارش 

 ها درونسلولی انجام گرفت. بر طبق این شمارش، سلول
ای کف صاف )ویژه کشت سلول( به تعداد خانه 96 پلیت
 هر نهایی شد و حجم سلول در هر چاهک ریخته 5000

رسانده شد.  µl 180کشت کامل به  محیط با چاهک
درجه  37ساعت در انکوباتور  24ها به مدت سلول
گراد قرار داده شدند تا کاملاً به سطح چاهک بچسبند. سانتی

های هر چاهک با ساعت، تیمار سلول 24پس از طی زمان 
 µg/mlعصاره گل انار )های مختلف ساخته شده از غلظت

شده از گل انار ( و اسید اورسولیک خالص150، 250، 500
(µM 100 ،75 ،50 ،25 ،10 انجام گرفت. برای هر غلظت )

سه چاهک و برای هر نوع تیمار سه چاهک کنترل منفی 
)بدون اضافه کردن عصاره و یا اسید اورسولیک( در نظر 

ساعت در انکوباتور  72و  48ها به مدت گرفته شد. پلیت
درصد قرار گرفتند. بعد از  2CO 5گراد و با درجه سانتی 37

 اثر ها جهت بررسیان انکوباسیون پلیتطی زم
 با شده از آنعصاره و اسید اورسولیک خالص سیتوتوکسیک

ارزیابی شدند. این آزمون بر اساس  MTTاز آزمون  استفاده
  MTTهای زنده برای کاهش نمک زرد رنگ توانایی سلول

دی فنیل  -5و  2 -ایل( -2-تیازول متیلدی –5و  4) -3]
محلول آبی رنگ فرمازان به رسوب غیر [مایدتترازولیوم برو

 540-570باشد. جذب این ترکیب پس از حل شدن در می
گیری است. پس از طی زمان انکوباسیون نانومتر قابل اندازه

 انکوباتور داخل از مورد نظر را ساعت(، پلیت 72و  48)
 MTTاز محلول  µl 20ها ی چاهکآورده و به همه بیرون

. گرفت انکوباتور قرار در ساعت 3 مدت به اضافه شد و
 µl 100 DMSOو  برداشته را رویی محیط آرامی به سپس

dimethyl solfoxide)) تا  شد پیپتاژ و اضافهها چاهک به
 (OD)نوری  جذب میزان .شود حل فرمازان هایکریستال

توسط دستگاه  نانومتر 570 موجطول  در فرمازان آبی رنگ

Eliza reader تبدیل جذب نور به درصد  منظوربه . شد خوانده
ها سلول حیات و درصد شد استفاده زیر فرمول از های زندهسلول

 [.58ساعت محاسبه شد ] 72و  48از  پس غلظت، هر مورد در

100 × 
متوسط جذب نوری نمونه

متوسط جذب نوری کنترل
 درصد بقاء = 

 آنالیز آماری .2.6

افزار آنالیز آماری نتایج تجربی در این تحقیق توسط نرم
 انجام شد. SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC)آماری 

 

 . نتایج3

 Flash column) ستون کروماتوگرافی فلش

chromatography)  یک روش جداسازی سریع، کارآمد و
های اقتصادی برای جداسازی محصولات طبیعی از عصاره

تواند با فشار کم، میکند. این روش میفراهم گیاهی مختلف 
سرعت جریان بالایی را ایجاد کند و تحت شرایط 
کروماتوگرافی مناسب، در یک زمان کوتاه، جداسازی خوبی را 

 باید کروماتوگرافی تجربه یک شرایط تعیین در کند.می فراهم
بهترین حلال  کرد. توجه مصرفی( حلال) مایع فاز ماهیت به

انتخابی، حلالی است که بیشترین فاصله را در باندها ایجاد 
آید، دست میه بهترین حلال در اثر تجربه ب چون احتمالاً د.کن

تر است که در انتخاب حلال برای کروماتوگرافی گاهی راحت
استفاده شود.  (TLC) ستونی از روش کروماتوگرافی لایه نازک

برای جداسازی  ییستم حلال دوتادر این تحقیق چندین سی
حلالی انتخاب شد  شد. آزموده TLCاسید اورسولیک توسط 

که جداسازی خوبی را ایجاد کرد و ترکیب مورد نظر را تا 
35/0  =Rf  بر روی کاغذTLC [ بهترین 29، 30حرکت داد .]

با حلال  TLCهای جداسازی اسید اورسولیک بر روی کاغذ
( به دست آمد. با استفاده از V/V 30:2دی کلرومتان/متانول )

 mg 62این فاز متحرک و تحت شرایط مناسب کروماتوگرافی، 
گرم پودر خشک  60عصاره خام حاصل از اسید اورسولیک از 

گل انار توسط یک بار فلش کروماتوگرافی بر روی سیلیکاژل 
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دست آمد. و متعاقب آن چندین بار فرآیند تبلور مجدد به 
دست آمده، توسط دستگاه ید اورسولیک به درصد خلوص اس

HPLC  (. زمان 2دست آمد )شکل درصد به  97بیش از

 25سازی اسید اورسولیک در این روش تنها مصرفی برای جدا
 دقیقه بود.

 
های : اسید اورسولیک خالص شده از گلB( µg/ml 400: اسید اورسولیک استاندارد )غلظت A .اسید اورسولیک HPLCکروماتوگرام . 2شكل 

 (µg/ml 400انار )غلظت 

های انار شده از گلساختار شیمیایی اسید اورسولیک خالص
بوسیله کروماتوگرافی گازی جفت شده با اسپکتروسکوپی 

 ( وIRقرمز )(، طیف سنجی مادونGC-MSجرمی )
NMR-H1  صورت یک جامد تأیید شد. اسید اورسولیک به

 شکل با مشخصات زیر به دست آمد:سفید رنگ و بی

IR (KBr, cm-1): 3420 (OH alcohol), 2923 

(OH acid), 2850, 1649 (CO), 1465, 1385, 1099, 

1038; Mass spectra: m/z: 239, 197, 183, 43; 1H 

NMR (400MHz, CDCL3): δ5.40 (m, 1H, H-12), 

δ3.63 (m, 1H, H-3), δ2.2 (d, 1H, H-18), δ2.15-

1.17 (m, 22H), δ0.79 - 1.12 (m, 21H, 7Me). 

مربوط به اسید 1H-NMR و  IR ،MSهای طیف
های انار به ترتیب در اورسولیک خالص شده از گل

های طیفی با آورده شده است. این داده 5و  4، 3های شکل
سنجی اسید اورسولیک تجاری و طیفهای مربوط به داده

 [.31-33همچنین با اطلاعات سایر مقالات قبلی مطابقت دارد ]

سرطانی عصاره گل انار و جهت بررسی فعالیت ضد
های سرطانی شده از آن، سلولاسید اورسولیک خالص 

های ، پس از تیمار با غلظتB16f10ملانومای موشی 
( و اسید µg/ml 500 ،250 ،150عصاره گل انار )مختلف 

، µM 100 ،75 ،50 ،25اورسولیک خالص شده از گل انار )
 ارزیابی شدند. MTTاز آزمون  استفاده ( با10

های مختلف اسید اورسولیک تأثیر غلظت 6شکل 
ساعت و  48های انار را پس از طی زمان شده از گلخالص 

های ملانومای موشی ساعت بر روی رشد و تکثیر سلول 72
B16f10 دهد. شواهد نشان داد که اسید نشان می

داری بر روی شده یک اثر کاهشی معنیاورسولیک خالص
 48های ملانوما موشی پس از طی زمان رشد و تکثیر سلول

، اما این (P< 05/0ساعت نسبت به گروه کنترل منفی دارد )
ساعت، در  72اثر وابسته به غلظت نیست. در زمان 

، یک افزایش اسید اورسولیک Mµ 25 - 10 هایغلظت
های ملانوما نسبت به گروه کنترل جزئی در تکثیر سلول

 µM 100تا  50های مشاهده شد و پس از آن در غلظت
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 درصد رسید. 87به درصد  101ایی که از گرفت به گونهها روند کاهشی به خود اسید اورسولیک، درصد بقاء سلول

 
 های اناراسید اورسولیک خالص شده از گل (B)استاندارد اسید اورسولیک،  (A)اسید اورسولیک.  (IR)طیف مادون قرمز .  3 شكل

 
 های اناراسید اورسولیک خالص شده از گل (B)استاندارد اسید اورسولیک،  (A)اسید اورسولیک.  (MS)طیف جرمی  .4شكل 
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 های انار( اسید اورسولیک خالص شده از گلB( استاندارد اسید اورسولیک، )Aاسید اورسولیک. ) 1H-NMRطیف  .5شكل 

 
های انار شده از گلهای مختلف اسید اورسولیک خالصدر مواجهه با غلظت B16f10میزان بقاء سلولی )درصد( رده ملانومای موشی  .۶ شكل

اند.انحراف معیار نشان داده شده  ±(=3nصورت میانگین )ساعت. نتایج به  72و  48های انکوباسیون طی زمان
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های مختلف عصاره گل انار را پس تأثیر غلظت 7 شکل
و تکثیر ساعت بر روی رشد  72ساعت و  48 از طی زمان

دهد. نتایج نشان می B16f10های ملانوما موشی سلول
نشان داد که عصاره گل انار بر روی رده سلولی ملانوما 

. عصاره گل استموشی دارای اثرات سایتوتوکسیک بارزی 
بر صورت وابسته به غلظت و زمانانار یک اثر مهاری به 

ر های ملانوما موشی نشان داد. دروی سرعت تکثیر سلول

تا  150های ها در غلظتساعت، درصد بقاء سلول 48زمان 
µg/ml 500  105به  109عصاره، طی یک روند کاهشی از 

درصد رسید. این روند کاهشی در  86درصد و سپس به 
های ملانوما نسبت به افزایش غلظت رشد و تکثیر سلول

طوری ساعت نیز مشاهده شد. به 72عصاره گل انار در زمان 
درصد  µg/ml 500تا  150فزایش غلظت عصاره از که با ا

 درصد رسید. 67درصد و سپس  89به  80ها از بقاء سلول

 
 48های انکوباسیون های مختلف عصاره گل انار طی زماندر مواجهه با غلظت B16f10میزان بقاء سلولی )درصد( رده ملانومای موشی  .۷شكل 

 اند.انحراف معیار نشان داده شده±(n=3) صورت میانگینساعت. نتایج به 72و 

 بحث. 4
های پنتاسیکلیک اسید اورسولیک یکی از تری ترپنوئید

طور گسترده در گیاهان دارویی شده است که به شناخته 
های اخیر اسید اورسولیک شامل گل انار وجود دارد. در سال

سرطانی خود توجه ی ضدهای چندجانبهبه علت فعالیت
زیادی را به سمت خود جلب کرده است. گیاهان دارویی 

های دارویی هستند و برای تقریباً همه درمان پایه اساس و
عنوان یکی از  زمان زیادی است که همچنان بهمدت 

ها برای درمان و پیشگیری از سرطان در ترین گزینهمحبوب
باشند. در طی پنجاه سال گذشته، سرتاسر جهان مطرح می

های سرطانی به اثر ترکیبات فیتوشیمیایی بر مهار رشد سلول

ها موضوع های شیمیایی یا دیگر درمانراه درمانهم
 [. در این مطالعه اثر عصاره34مطالعات زیادی بوده است ]

شده های انار و همچنین اسید اورسولیک خالصاتانولی گل
 B16f10های ملانوما موشی از آن در مهار تکثیر سلول

 مورد ارزیابی قرار گرفت.
بازیابی و گیری یکی از مراحل اصلی در عصاره

های سازی ترکیبات هدف، از گیاهان است. تکنیکخالص
گیری سنتی از مواد گیاهی اغلب بر اساس استفاده از عصاره

گرما و یا تحریک در جهت افزایش سرعت انتقال جرم به 
تری ترپنوئیدها توسط باشند. استخراج سنتیحلال می

انجام ورسازی، هیدرودیستیلاسیون و سوکسله های غوطهروش
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ها اغلب کارایی کمی دارند. [. این تکنیک35-38شود ]می
های آلی دارند. در بر هستند و نیاز به حجم بالایی از حلالزمان
گیری های استخراج جدیدی مثل عصارههای اخیر، روشسال

به کمک اولتراسوند و یا میکروویو، استخراج مایع با فشار بالا 
باعث افزایش  [39-41ی ]گیری مایع فوق بحرانو عصاره

کارایی فرآیند استخراج به همراه کاهش در حجم حلال 
 شده است.مصرفی و کاهش در زمان فرآیند استخراج

 

گیری با کمک امواج در این مطالعه یک روش عصاره
های انار اولتراسوند برای استخراج اسید اورسولیک از گل

ایی نشان ( در مطالعه2014و همکاران )  Fuاستفاده شد.
ها برای استخراج دادند که اتانول و کلروفرم مؤثرترین حلال

[. با توجه به 13های انار هستند ]اسید اورسولیک از گل
های آلی شامل متانول، کلروفرم و استون اینکه بیشتر حلال

گیری اسید [ بنابراین ما برای عصاره42سمی هستند ]
عنوان حلال انتخاب های انار، اتانول را بهاورسولیک از گل

( گزارش کردند که 2012و همکاران ) Fanکردیم. اگرچه 
حلالیت اسید اورسولیک در اتانول خالص بالاتر از حلالیت 

[. اما حضور 43آن در اتانول مخلوط شده با آب است ]
تواند فرآیند انتقال جرم را با مقداری آب در اتانول می

نابراین ظرفیت افزایش در قطبیت حلال افزایش دهد. ب
یابد. همچنین وجود مقداری سازی حلال بهبود میمحلول

تواند با ایجاد تورم کارآمد در گیری میآب در حلال عصاره
مواد گیاهی باعث افزایش سطح تماس حلال با مواد حل 

منظور افزایش حلالیت اسید [. بنابراین به 44شونده شود ]
یری باید در حد گاورسولیک، محتوای آب در حلال عصاره

امکان کم باشد. با توجه به این مطالعات ما اتانول را به 
گیری اسید اورسولیک از درصد برای عصاره 90صورت 

گیری های انار به کار بردیم. سایر پارامترهای عصارهگل
ی خشک گیاهی به عبارت بودند از: نسبت حلال به ماده

ج اولتراسونیک و به دنبال آن استخرا 20:1 (ml/g)صورت 
 گراد.سانتی 40دقیقه در دمای  50به مدت 

تواند یک عملکرد مکانیکی و طرف می اولتراسوند از یک
ایجاد سوراخ در دیواره سلولی گیاهان را در فرآیند استخراج 
فراهم کند که این عملکرد در شکست و تجزیه دیواره سلولی 

ی فعال هدهندطوری که مواد تشکیلگیاهان نقش دارد به 
گیری گیرند و در حلال عصارهگیاهی در حالت آزاد قرار می

ها را شوند. از طرف دیگر، اولتراسوند حرکت مولکولحل می
تر حلال دهد و باعث برخورد و الحاق سریعافزایش می

 [.44شود ]ی فعال گیاهی میدهندهگیری و مواد تشکیلعصاره
اسید  سازیتا به حال چندین روش برای خالص

های گیاهی مختلف شامل استفاده از اورسولیک از عصاره
، کروماتوگرافی ستونی [32، 33های مختلف ]حلال

[ و کروماتوگرافی جریان معکوس با 45، 46سیلیکاژل ]
[ استفاده شده است. در این تحقیق از یک 47سرعت بالا ]

سازی اسید ستون فلش کروماتوگرافی جهت خالص
های انار استفاده شد. کروماتوگرافی ستونی اورسولیک از گل

عنوان کروماتوگرافی فشار متوسط نیز شناخته  فلش، که به
عنوان جایگزینی برای  شود، از چندین سال پیش بهمی

کروماتوگرافی آرام و اغلب ناکارآمد گرانشی، محبوبیت پیدا 
تواند تحت شرایط مناسب، کرده است. این روش می

یک زمان کوتاه، با یک سرعت جریان ا در سازی خوبی رجدا
نسبتاً بالا و با فشار کم فراهم کند. ستون فلش کروماتوگرافی 

سازی بسیاری از ترکیبات استفاده شده است قبلاً برای خالص
سازی اسید اورسولیک [. اما تاکنون برای خالص50-48]

گزارش نشده است. بعد از یک بار فلش کروماتوگرافی 
های انار بر روی سیلیکاژل، درصد حاصل از گل عصاره خام

درصد رسید و مقدار  97خلوص اسید اورسولیک به بیش از 
درصد  1/0محصول اسید اورسولیک در این آزمایش به میزان 

 پودر خشک گل انار به دست آمد.
 

های مختلف با غلظت B16f10های ملانوما تیمار سلول
بارزی را نشان داد. عصاره گل انار اثرات سایتوتوکسیک 

صورت وابسته به  عصاره اتانولی گل انار یک اثر مهاری به
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های ملانومای موشی بر روی سرعت تکثیر سلولغلظت و زمان
( توانایی مهار 2014و همکاران ) Orgilنشان داد. در همین رابطه 

را  LNCaPو پروستات  MCF-7های سرطانی سینه تکثیر سلول
های مختلف درخت انار بررسی کردند. سمتعصاره آبی قتوسط 

-g/mlµ 500-250های عصاره آبی گل انار با غلظتآنها تأثیر 
های سلولی را گزارش کردند. اما بر کاهش تکثیر این رده 150
درصد  50ها توانایی کاهش تکثیر را تا یک از این غلظتهیچ

( 2014و همکاران ) Orgil[. نتایج ما با نتایج 51نداشته است ]
 مطابقت دارد و تأییدکننده آن است.

 

نتایج تحقیق ما نشان داد که اسید اورسولیک )در 
( دارای اثرات مهاری µM 100-75-50-25-10های غلظت

است و این اثر  B16f10های ملانوما بر رشد و تکثیر سلول
ساعت وابسته به غلظت نیز هست. اثرات  72مهاری در 

مؤثر اسید اورسولیک بر روی مهار تکثیر رده سلولی 
در چند پژوهش گزارش شده B16f10 ملانومای موشی 

های ( غلظت2008) Kuttanو  Manu[. 3، 52، 53است ]
µM 50-25-10 های از اسید اورسولیک را بر روی سلول

B16f10 های سمی و غلظتغیرµM 100-75  از اسید
درصد اثر  100و  76اورسولیک را به ترتیب با 

سیتوتوکسیک گزارش کردند. آنها ثابت کردند که اسید 
و  P53سازی بیان ژن اورسولیک، آپوپتوز را بوسیله فعال

در  NF-kBی واسطهب bcl-2سازی فعال و مهار 3 3کاسپاز 
[. 54شود ]باعث می B16f10های ملانوما سلول

Harmand ( در مطالعه2005و همکاران ) ی خود اثر
های ملانوما تکثیری اسید اورسولیک را بر روی سلولضد

ثابت کردند. آنها نشان دادند که اسید  M4Beuانسانی 
، همراه با کم شدن Baxاورسولیک توسط بیان بیش از حد 

دریایی، و متعاقب آن فروپاشی غشاء میتوکن Bcl-2بیان 
شود. همچنین های سرطانی میباعث القاء آپوپتوز در سلول

از طریق کاسپاز این مسیر آپوپتوزی توسط آبشار کاسپازی )
)عامل اصلی مرگ  3-سازی کاسپاز ( که منجر به فعال9-

شود نیز مشخص شده است ی سلولی( میریزی شدهبرنامه
[55 .]Kowalczyk ( در پژوهشی2009و همکاران ) 

ی چندین ترکیب شیمیایی گیاهی خصوصیات پیشگیرانه
شامل عصاره هسته انگور، اسید الاژیک و اسید اورسولیک 
را بر روی مکانیسم مهار سرطان پوست در موش بررسی 
کردند. آنها دریافتند که اسید اورسولیک باعث کاهش قابل 

هایی با موتاسیون توجهی در ضخامت اپیدرم و درصد موش
و  Tokuda[. 56شود ]می Ha-rasاز انکوژن  61در کدون 
طور ( نیز نشان دادند که اسید اورسولیک به 1986)همکاران 

کند و مؤثری گسترش تومور را در پوست موش مهار می
شده به ی گسترش تومور شناختهکنندهفعالیت آن با یک مهار

[. نتایج این تحقیق 57نام اسید رتینوئیک قابل قیاس است ]
های انار عصاره گلدهد که ایر تحقیقات مشابه نشان میو س

تواند در پیشگیری و شده از آن میو اسید اورسولیک خالص
 درمان ملانوما مورد توجه باشد.

 
 مشارکت نویسندگان

تحقیق را نویسندگان ف.شریفیان و س.ع.میرجلیلی 
و نمونه های گیاهی را تهیه کردند. طراحی نموده 

، الف.پورعزیزی، س.ع.میرجلیلی، م.فضیلتیف.شریفیان، 
داده ها را مورد تجزیه  تحقیق را انجام داده و س.حبیب اللهی

و تحلیل قرار دادند. همه ی نویسندگان نسخه نهایی مقاله را 
 خوانده و تایید کردند.

 
 تضاد منافع

 هیچ تضاد منافعی وجود ندارد.
 

 تقدیر و تشكر
برای حمایت مالی این  نوربدینوسیله از دانشگاه پیام

 شود.تحقیق تشکر و قدردانی می
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ARTICLE INFO  ABSTRACT 

Keywords: 
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MTT 

Pomegranate flower 

 Background: Melanoma is the most serious form of skin cancer and it has the 

highest rate of growth among different types of cancers. Ursolic acid (UA), a natural 

pentacyclic triterpenoid, is a major bioactive compound in several traditional 

medicinal plants including pomegranate (Punica granatum L.) flower. UA has very 

important biological and pharmacological functions. Objective: In this study, 

cytotoxic effects of ethanol extract of pomegranate flowers and isolated UA against 

B16f10 mouse melanoma cells were investigated. Methods: The isolation of UA 

from pomegranate flowers was done by using ultrasound-assisted extraction 

followed by normal-phase flash chromatography. The chemical structure of isolated 

UA was identified by GC-MS, IR and 1H-NMR spectra. The ethanol extract of 

pomegranate flowers and isolated UA were then tested for the cytotoxicity against 

B16f10 mouse melanoma cell lines. Cell viability was determined using MTT assay. 

Results: Ursolic acid was successfully isolated from pomegranate flowers by using 

normal-phase flash chromatography. After one flash chromatography run, the purity 

of UA reached more than 97% with a total yield of 0.1 % of dried pomegranate 

flower powder. Treatment of B16f10 cells with ethanol extract of pomegranate 

flowers and isolated UA exhibited significant anti-proliferative activity after 

incubation for 48 and 72 hours. It was observed for pomegranate flower extract in a 

concentration and time dependent manner. Conclusion: The results suggested that 

pomegranate flower extract and isolated UA can be encouraging compounds in the 

prevention and treatment of melanoma. 
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