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  17/7/96 تاريخ تصويب:                                            9/5/96تاريخ دريافت: 
   چكيده
آل براي پيشگيري يا درمان عنوان منبع ايده امروزه گياهان دارويي به سبب محتواي زيست فعال و سميت انساني محدود به مقدمه:

رده سلولي سرطاني در مطالعات ثير سايتوتوكسيك آنها بر چندين أكه ت Centaureaاند. گياهان جنس قرار گرفته سرطان مورد توجه
  شوند.اي از اين گياهان محسوب ميپيشين نشان داده شده است، دسته

بر  )C. salicifolia و Centaurea )C. albonitens، C. pseudoscabiosaثير سايتوتوكسيك سه گونه أدر اين مطالعه، ت هدف:
  بررسي قرار گرفته است.مورد  Nalm-6هاي مشتق شده از لوسمي لنفوبلاستيك حاد سلول

هاي هاي افزاينده عصارهعنوان رده سلولي نرمال با غلظت به MDBKو همچنين  Nalm-6	هاي لوسميكسلول روش بررسي:
بلو، هاي تريپانها، با روشتيمار و سپس قدرت كشندگي و مهاري تكثير گونه Centaureaهاي مختلف هاي هوايي گونهمتانلي بخش

MTT ي آميزو رنگDAPI  ييد و درك چگونگي اثرأنهايت جهت تدرد. شبررسي	آميزيها، رنگسايتوتوكسيك عصارهAnnexin 

V/PI .و بررسي چرخه سلولي انجام شد  
، Nalm-6هاي ، بيانگر القاء مرگ و كاهش تكثير در سلولDAPIآميزي و رنگ MTTبلو، هاي تريپاننتايج حاصل از آزمون نتايج:
، Nalm-6هاي . برخلاف سلول)≥P 001/0( با هر سه عصاره متانلي به صورت وابسته به دوز و زمان بوده استثير تيمار أتحت ت
ييدكننده القاء مرگ أهاي فلوسايتومتري تها نشان دادند. به علاوه، آناليز دادهحساسيت كمي نسبت به عصاره MDBKهاي سلول

  .)≥P 01/0( باشدمي Centaureaتيمار شده با عصاره  Nalm-6هاي لولس G1سلولي از طريق آپوپتوز و توقف تكثير در فاز 
استراتژي 	عنوان ممكن است به Centaureaدهد كه با توجه به ماهيت غيرسمي محصولات طبيعي، مطالعه ما نشان مي گيري:نتيجه

  ات بيشتر است.كننده باشد كه نيازمند مطالعجديد يا عامل مكمل در درمان لوسمي لنفوبلاستيك حاد كمك
  Nalm-6 ،MDBK، آپوپتوز، Centaureaلوسمي لنفوبلاستيك حاد،  واژگان:گل
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... تأثير سايتوتوكسيك  

 

  مقدمه
 Acute Lymphoblastic(لوسمي لنفوبلاستيك حاد 

Leukemia = ALL( ترين بدخيمي كودكان، عنوان شايع به
كل لوسمي در دوران كودكي را تشكيل درصد  77به تنهايي 

جمله آنمي، خونريزي به دليل دهد و با علائمي از مي
شود ترومبوسايتوپني و عفونت ناشي از نوتروپني شناخته مي

درماني، . پروتكل درماني اين بيماري شامل شيمي]1[
باشد. با وجود اينكه راديوتراپي و پيوند مغز استخوان مي

در بسياري از موارد به دليل بهبود قابل توجه  ALLامروزه 
درماني مانند گلوكوكورتيكواستروئيدها كارآيي داروهاي شيمي

باشد، اين بيماري و وين كريستين سولفات قابل درمان مي
 يهايميبدخ ترينكشندهاز  يكعنوان ي به مچنانه

. ]2، 3[ دشومحسوب ميدر سراسر جهان  كيهماتولوژ
عملكرد غيراختصاصي، مقاومت دارويي و عوارض جانبي 

درماني حال  هاي شيميشديد از جمله مشكلات اصلي دارو
شوند. از اين رو نياز شديدي به مطالعات حاضر محسوب مي

هاي جايگزين و مكمل گسترده جهت پيدا كردن درمان
اي از اين . امروزه بخش قابل توجه]4[ شوداحساس مي

مطالعات، گياهان و محصولات طبيعي مشتق شده از گياهان را 
عنوان عوامل ضد  ياهان بهاند. تعداد زيادي از گهدف قرار داده

ها اند و روز به روز بر تعداد آنسرطان بالقوه شناسايي شده
داروي ضد 30 . مطالعات اخير در حدود]5، 6[شود افزوده مي

سرطاني مشتق شده از گياهان را معرفي كردند كه اكثر آنها هم
. گياه جنس ]7[ اكنون تحت كارآزمايي باليني هستند

Centaurea ركيباتي ست كه خواص سايتوتوكسيك داراي ت
ها، ترپن لاكتونآنها اثبات شده است، از جمله: سزكوئي

. گياه جنس ]8- 10[ هافلاوونوئيدها، آلكالوئيدها و ليگنان
Centaurea  از خانوادهAsteraceae  و ردهAsterales مي-

نواحي  در گونه است كه 500باشد. اين جنس شامل حدود 
، 12[ اندرب آسيا از جمله ايران پراكندهاطراف مديترانه و غ

در  در طب سنتي Centaureaهاي . بسياري از گونه]11
مواردي همچون رماتيسم، التهاب چشم، عفونت باكتريايي، 

، 14[ شوندمشكلات گوارشي و مشكلات پوستي استفاده مي
  . مطالعات بسياري قدرت سايتوتوكسيك و مهاري تكثير ]13

  

اين جنس را مورد بررسي قرار داده و اثر هاي مختلف گونه
. با توجه به بررسي ]12، 15-17[اند مثبت آنها را نشان داده

منابع علمي گذشته، گزارشي از مطالعه اين جنس گياهي بر 
هاي سرطاني با منشا لوسمي لنفوبلاستيك حاد يافت سلول

ثير عصاره أنشد. از اين رو ما بر آن شديم تا در اين مطالعه ت
   Centaurea( هاي هوايي سه گونهمتانلي بخش

C. albonitens، C. pseudoscabiosa و C. salicifolia (
مورد  Nalm-6را بر رده سلولي لوسمي لنفوبلاستيك حاد 

  بررسي قرار دهيم.

  
  هامواد و روش

  سازي عصارهآماده
با كد  C. pseudoscabiosaو  C. albonitens هايونهگ

شهرستان از  TMRC3233و  TMRC3234هرباريومي 
با كد  C. salicifoliaهمدان و استان كبودرآهنگ 

از شهرستان ارسباران استان   TMRC3195هرباريومي
شناسي و توسط كارشناسان گياهآوري عجمآذربايجان شرقي 

مركز تحقيقات طب سنتي و مفردات پزشكي دانشگاه علوم 
- اصل از اندامپودر ح .اندشدهپزشكي شهيد بهشتي شناسايي 

  ، C. albonitensهاي هوايي خشك شده هر كدام 
C. pseudoscabiosa  وC. salicifolia  توسط متانل (به

 )Maceration() با استفاده از روش خيساندن 10به  1نسبت 
هاي به دست عصارهگيري شدند. ساعت عصاره 24به مدت 

پس با پودر گياه جدا و س آمده با استفاده از كاغذ صافي از
- درجه سانتي 40 كمتر از دستگاه روتاري در دماياستفاده از 

تغليظ شده در زير هود  هايعصاره. ]18[ ندشدتغليظ گراد 
گراد درجه سانتي 4  در دماي خشك و تا قبل از بررسي

ها و رساندن آن هاسازي عصارهآمادهند. به منظور نگهداري شد
در عصاره از هر گرم ميلي 50 به غلظت مورد نظر، ابتدا

ميلي 1ديجيتال وزن و سپس در  با ترازوي ي استريلميكروتيوب
هاي استريل حل شدند و به اين ترتيب استوك DMSO ليتر

ليتر تهيه و تا زمان گرم بر ميليميلي 50ها با غلظت اوليه عصاره
 گراد نگهداري شدند.درجه سانتي - 20استفاده در دماي 

173 571  



  

 

 و همكاران بهمني

 

  هاكشت و تيمار سلول
باشد. در اين مطالعه العه انجام شده از نوع تجربي ميمط
كه رده سلولي مربوط به لوسمي  Nalm-6هاي سلول

عنوان رده سلولي  به MDBKباشند و لنفوبلاستيك حاد مي
سرم درصد  10حاوي  RPMI-1640نرمال، در محيط كشت 

 µg/ml100  سيلين وپني U/ml100 جنين گاوي، 
 5گراد و درجه سانتي 37 اتور با دماي در انكوب استرپتومايسين

  هاي اند. سلولدي اكسيد كربن كشت داده شده درصد
Nalm-6  وMDBK ميكروگرم بر  90تا  10هاي با غلظت

 72و  48، 24ثر) به مدت ؤهاي مها (غلظتليتر عصارهميلي
ساعت تيمار شدند. لازم به ذكر است كه جهت جلوگيري از 

بر روي ميزان تكثير و بقاء سلولي، سلولها اثرات حلال عصاره
عنوان كنترل منفي  به DMSOاي از ها با غلظت مشخص شده

ها به منظور افزايش دقت كار با ند. تمامي آزمايششدمواجه 
  .]19[سه بار تكرار انجام شدند 

 
  بلوآميزي تريپانرنگ

هاي زنده جهت بررسي ميزان بقاء و براي شمارش سلول
آميزي اي تيمار شده نسبت به كنترل از رنگهتكثير سلول

بلو و لام هموسايتومتر (لام نئوبار) استفاده شد. اساس تريپان
هاي زنده نسبت به سلولترتيب است كه اين آزمايش بدين

هاي حال آنكه سلول باشند،بلو نفوذناپذير ميتريپانورود رنگ 
هاي سلول، مانيميزان زنده .]20[ يندنمايمرده رنگ را جذب م

  د: شزنده با فرمول زير محاسبه 
  

ها هاي زنده/ تعداد كل سلولماني (%) = تعداد سلولميزان زنده
  .100 ×(زنده + مرده) 

  

  MTTآزمون 
هاي مذكور بر ميزان فعاليت ثير عصارهأبراي ارزيابي ت

و نرمال  Nalm-6هاي لوسميك متابوليك سلولي، سلول
MDBK ليتر ميكروگرم بر ميلي 90- 10ي تيمار شده با دوزها
تايي  96هاي هاي پليتها با سه بار تكرار به چاهكعصاره

ساعت انكوباسيون در  72و  48، 24اضافه شدند. پس از 

هاي داخل هر دار، به سلول 2COگراد درجه سانتي 37انكوباتور 
د و شاضافه  MTT 5mg/mlميكروليتر محلول  100چاهك 

گراد درجه سانتي 37 ساعت در انكوباتور 3 پليت مجدداً به مدت
، رنگ تترازوليوم موجود در در طي زمان انكوباسيون قرار گرفت.

هاي مسوكسينات دهيدروژناز كه يكي از آنزيوسيله ب MTTپودر 
شود. احيا و شكسته شدن است، احيا مي ميتوكندري چرخه تنفسي

. دشومي نفورمازاگ هاي آبي رنموجب توليد كريستال رنگ اين
نظر متابوليك فعال  هايي كه ازتوليد شده با تعداد سلول گميزان رن
در ادامه پليت با دور  دارد.م رابطه مستقي )هاي زندهسلول( هستند

g 1000  دقيقه سانتريفوژ شده و پس از خالي كردن  10به مدت
براي حل رسوب رنگي  DMSOميكروليتر  100محلول رويي 

ك اضافه شد و ميزان فعاليت متابوليك با فورمازان به هر چاه
در طول موج  ELAISA-readerسنجي استفاده از دستگاه رنگ

  .]21[د شنانومتر بررسي  570
  
  DAPIآميزي رنگ

-ثير سايتوتوكسيك و آنتيأييد تأاين تست جهت ت

تهيه  DAPIپروليفراتيو عصاره مورد استفاده قرار گرفت. رنگ 
بر دستور كيت در آب مقطر منطبق  Sigmaشده از شركت 

ساخته شد.  mg/ml  1ديونيزه حل و استوك اصلي با غلظت
ذكر اين نكته ضروري است كه اين رنگ براي استفاده بايد با 

هاي منظور سلولبرسد. بدين µg/ml1 متانول به غلظت 
Nalm-6 ليتر ميكروگرم بر ميلي 90و  70، 50هاي با غلظت

به  g  350ها با دورعت سلولسا 48عصاره تيمار و پس از 
دقيقه سانتريفيوژ و پس از يك بار شستشو با محلول  4مدت 

DAPI-methanol ميكروليتر از اين  200دقيقه با  15، به مدت
ها مجدداً سانتريفيوژ محلول رنگي انكوبه شدند. سپس سلول

جايگزين محلول رويي شد و در انتها يك لام از  PBSشده و 
د. رنگ شوسط ميكروسكوپ فلورسنت مشاهده نمونه تهيه و ت

دو  DNAدر  A-Tبا اتصال به پيوند بازهاي  DAPIفلورسنت 
-مي DNAآميزي اي به صورت اختصاصي سبب رنگرشته

كه تغييرات مورفولوژيك حاصل از آپوپتوز ييشود. از آنجا
همچون فشردگي و چروكيدگي هسته و تشكيل اجسام 

آميزي قابل با اين رنگ )Apoptotic body(آپوپتوتيك 
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نانومتر  340باشند، اين رنگ كه در طول موج تشخيص مي
نانومتر تشعشع آبي دارد، جهت  488جذب و در طول موج 

  . ]22[ گيردبررسي آپوپتوز مورد استفاده قرار مي
  

  V/PIآزمون فلوسايتومتري آنكسين
هاي لوسميك تحت به منظور بررسي القاء آپوپتوز در سلول

، آزمون Centaureaهاي هوايي هاي متانلي بخشر عصارهثيأت
باند شده  Vانجام شد. آنكسين  PI/Vفلوسايتومتري آنكسين 

عنوان ماركري براي تشخيص  به FITCبه رنگ فلورسنت 
فسفاتيديل سرين كه در طي آپوپتوز از غشاء داخلي به سطح 

- ولمنظور سلرود. بدينبه كار مي ،شوداكسترناليزه مي سلول

ثر دارو ؤهاي مهزار با غلظت 500به تعداد  Nalm-6هاي 
خانه  6هاي ليتر، در پليتميكروگرم بر ميلي 90و  70، 50يعني 

ساعت تيمار شدند. بعد از انكوباسيون، رسوب  48به مدت 
سلولي با استفاده از سانتريفيوژ جدا شده و پس از يك بار 

مواجه  1Xباند كننده ميكروليتر از بافر  500با  PBSشستشو با 
ها اضافه و پس به نمونه Vميكروليتر آنكسين  5د. در ادامه ش

ميكروليتر رنگ  5دقيقه انكوباسيون در تاريكي اين بار  10از 
PI )Propidium Iodide(  ًدقيقه در  10اضافه و مجددا

تاريكي انكوبه شد. لازم به ذكر است كه جهت حذف رنگ 
) PIو  Vمونه كنترل (بدون آنكسين زمينه براي هر نمونه يك ن
هاي مربوط به فلوسايتومتري ها به ويالدر نظر گرفته شد. نمونه

در سطح  نيسر ليديفسفات خروج زانيممنتقل شدند، سپس 
شد و  واقع مورد سنجش يتومتريها توسط دستگاه فلوساسلول

 .]23[ دشآناليز  FlowJo 7.6افزار نرمط توس جينتا

  
  رخه سلوليآزمون بررسي چ

هاي ثير عصاره بر چرخه سلولي سلولأجهت ارزيابي ت
Nalm-6آميزي ، از روش رنگPI  و بررسي فلوسايتومتريك
-دو رشته DNA، رنگي متصل شونده به PIد. رنگ شاستفاده 

باشد كه غشاء سلولي نسبت به آن نفوذناپذير است. اي مي
-لظتساعت با غ 48به مدت  Nalm-6هاي منظور سلولبدين

ليتر) ميكروگرم بر ميلي 90و  70، 50هاي افزاينده عصاره (
ها با استفاده از اين روش تيمار شدند و سپس توزيع سلول

مورد بررسي قرار گرفت. در صورت بروز آپوپتوز و آسيب 
كند و با توان عبور از غشاء را پيدا مي PIلولي، رنگ غشاء س

زهاي مختلف كه بيانگر فا DNAتوجه به ميزان محتواي 
ست، درصد جمعيت سلولي در فازهاي مختلف چرخه سلولي
-آوري سلولمنظور، پس از جمع. بدين]24[ دهدرا نشان مي

سرد، اتانول  PBSهاي تيمار شده و شستشوي يكباره آنها با 
ها گراد) جهت فيكس كردن سلولدرجه سانتي -20سرد ( 70%

د. پس از شقطره اضافه  ها به صورت قطرهبه نمونه ml 1به ميزان 
 PBSها مجدداً با ساعت انكوباسيون در يخچال، سلول 2گذشت 

  محلول PBS ،ml 1شستشو داده شدند و پس از خروج 
PI master mix  كه حاوي μl40  رنگPI ، μl10  آنزيمRNase 

د. سپس سلولشها اضافه باشد به سلولمي PBSمحلول  μl950 و 
گراد انكوبه شده و درجه سانتي 37ماي دقيقه در د 30ها به مدت 

نهايت تري مورد بررسي قرار گرفتند و درتوسط دستگاه فلوسايتوم
  آناليز شد.  FlowJo 7.6افزارها توسط نرمداده

  
 آناليز آماري

تمامي آزمايشات به شكل سه آزمون مستقل انجام و مقادير 
قيد شدند. همچنين براي  Mean ± SDگزارش شده به شكل 

و  SPSS17 افزارو نرم t-testاسبات آماري از روش مح
GraphPad Prism7 25، 26[ استفاده شد[.  

  
  نتايج 

  ، C. albonitensهاي متانليبررسي اثر عصاره
C. pseudoscabiosa وC. salicifolia  شاخص زنده بر-

 MDBKو  Nalm-6هاي ماني سلول

 نشان داده شده است؛ 1 شماره طور كه در شكلهمان
به صورت وابسته به دوز و  Centaureaگونه  سههر  عصاره

مي Nalm-6هاي ماني سلولزمان قادر به كاهش درصد زنده
حساسيت  Nalm-6هاي اي كه سلولبه گونهباشند، 

  در مقايسه با  C. albonitensبيشتري نسبت به عصاره 
C. pseudoscabiosa  وC. salicifolia  .نشان دادند

  C. salicifolia عصارهليتر وگرم بر ميليميكر 90غلظت 
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و  Nalm-6هاي ماني سلولشاخص زنده بر  C. salicifolia و C. albonitens ، C. pseudoscabiosaهاي متانليعصاره تأثير -1شكل شماره 

MDBK .)*،  بيانگرP<0.05 ،** ، بيانگرP<0.01  بيانگر ***و ،P<0.001.(   
  

را به  Nalm-6هاي ماني سلوليزان زندهم C. pseudoscabiosaو 
 .Cكاهش داده است، در حاليكه درصد  37و  42ترتيب به 

albonitens  رسانده درصد  25در همين غلظت اين شاخص را به
عنوان رده سلولي نرمال،  به MDBKهاي علاوه تيمار سلول است. به

نسبت به  MDBKهاي ماني سلولكاهش مختصري در ميزان زنده
  نشان داد. Nalm-6هاي لوسميك ولسل
 

بر فعاليت  Centaureaثير عصاره متانلي سه گونه أمقايسه ت
 MDBKو  Nalm-6هاي متابوليك سلول

نتايج به دست آمده از بررسي فعاليت متابوليك سلولي با 
هاي مختلف حاكي از آن است كه گونه MTTروش 

Centaureaيت ، به صورت وابسته به دوز و زمان فعال
تيمار شده را در مقايسه با سلول Nalm-6هاي متابوليك سلول

اي دهد، به گونهاي كاهش ميهاي كنترل به شكل قابل توجه
هاي تيمار كه بيشترين كاهش فعاليت متابوليك را در سلول

  و بعد از آن به ترتيب  C. albonitensشده با 
C. pseudoscabiosa  وC. salicifolia  ديم. مشاهده كر

 داده شده است؛ در حالي نشان 2 شماره در شكلطور كه همان
ميزان فعاليت  C. albonitens عصاره µg/ml70 كه غلظت 

ساعت به  48را پس از گذشت  Nalm-6هاي متابوليك سلول
  و  C. pseudoscabiosaكاهش داده است،  45%

C. salicifolia  اين شاخص را در اين رده سلولي به ترتيب به  
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  ، C. albonitensهاي متانليپس از تيمار با عصاره MDBKو  Nalm-6هاي و مقايسه ميزان فعاليت متابوليك سلول بررسي -2شكل شماره 

C. pseudoscabiosa و C. salicifolia. )*،  بيانگرP<0.05 ،** ، بيانگرP<0.01  بيانگر ***و ،P<0.001.(   

  
از بررسي فعاليت  رساندند. نتايج حاصلدرصد  56و  52

ماني ييد آزمون بررسي زندهأدر ت MDBKهاي متابوليك سلول
دهنده كاهش مختصري در ميزان با روش تريپان بلو نشان
 Nalm-6ها نسبت به رده سلولي فعاليت متابوليك اين سلول

  باشد.پس از تيمار با هر سه عصاره متانلي مي
  

سه گونه بررسي و مقايسه اثر مهاري عصاره متانلي 
Centaurea هاي بر تكثير سلولNalm-6  وMDBK  

مشخص شده است؛ نتايج  3 شماره كه در شكلطور همان
گر كاهش درصد تعداد هر دو رده سلولي اين بررسي بيان

به  Centaureaنسبت به كنترل پس از تيمار با هر سه گونه 
  صورت وابسته به دوز و زمان بوده است، هرچند گونه

C. albonitens  .اثر مهاري بيشتري بر تكثير سلولي نشان داد
هاي ليتر عصارهميكروگرم بر ميلي 70به اين صورت كه غلظت 

C. albonitens، C. pseudoscabiosa و C. salicifolia  
تيمار شده  Nalm-6هاي ساعت درصد تعداد سلول 48پس از 

د. رساندندرصد  25و  21، 10نسبت به كنترل را به ترتيب به 
، Nalm-6هاي كنيد؛ بر خلاف سلولطور كه مشاهده ميهمان
حساسيت بسيار كمي نسبت به هر  MDBKهاي نرمال سلول

  سه عصاره متانلي نشان دادند.
  

پروليفراتيو عصاره متانلي ييد اثرات سايتوتوكسيك و آنتيأت
C. albonitens آميزي با استفاده از رنگDAPI 

كروسكوپي، به شكلي واضح تصاوير حاصل از مطالعه مي
ها و ايجاد تغييرات مورفولوژيك گر كاهش تعداد سلولبيان

همچون چروكيدگي هسته و تشكيل اجسام آپوپتوتيك در 
در  C. albonitensتيمارشده با عصاره  Nalm-6هاي سلول

ييدكننده أباشند كه به ترتيب تهاي كنترل ميمقايسه با سلول
مرگ سلولي به صورت وابسته به  مهار تكثير سلولي و القاء

  ).4 شماره دوز هستند (شكل
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  .MDBKو  Nalm-6هاي شمارش سلولي در سلول بر  C. salicifolia و C. albonitens ، C. pseudoscabiosaهايبررسي اثر عصاره - 3شكل شماره 

  

  
  DAPIتوسط رنگ فلورسنت  Nalm-6هاي سلول بر  C. albonitensپروليفراتيو عصارهييد اثر سايتوتوكسيك و آنتيأت -4 شماره شكل

  

بر فازهاي مختلف  C. albonitensعصاره متانلي  ثيرأت
  Nalm-6هاي چرخه سلولي در سلول

شده است؛ عصاره  مشخص 5 شماره در شكلكه همانگونه 
به صورت وابسته به دوز منجر به  C. albonitens متانلي 

و همچنين كاهش جمعيت  G1افزايش جمعيت سلولي در فاز 
دهنده توقف چرخه شده است كه خود نشان Sسلولي فاز 

باشد. به گونهبه صورت وابسته به دوز مي G1سلولي در فاز 
ليتر، درصد ميكروگرم بر ميلي 90و  70، 50هاي اي كه غلظت

هاي كنترل به در سلولدرصد  36را از  G1هاي فاز سلول
افزايش داده است، حال آنكه  درصد 54و  52، 40ترتيب به 

 42هاي ذكر شده از در غلظت Sميزان جمعيت سلولي فاز 
 درصد 12و  22، 39هاي كنترل به ترتيب به در سلول درصد

علاوه افزايش درصد جمعيت سلولي  كاهش پيدا كرده است. به
هاي ، القاء مرگ و مير وابسته به دوز را در سلولsub-G1فاز 

  دهد. ر مقايسه با كنترل نشان ميد Nalm-6تيمار شده 
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... تأثير سايتوتوكسيك  

 

  V/PIييد القاء آپوپتوز با روش فلوسايتومتري آنكسين أت
داده شده است؛  نشان 6در شكل شماره گونه كه همان
قادر به افزايش قابل توجه آپوپتوز در  C. albonitensعصاره 
باشد، به گونهبه صورت وابسته به دوز مي Nalm-6هاي سلول

 Vهاي آنكسين ره نه تنها باعث افزايش سلولاي كه اين عصا
هاي آنكسين شود، بلكه به شكل بارزتري درصد سلولمثبت مي

V/PI شود؛ دهد. همانگونه كه مشاهده ميمثبت را افزايش مي
مثبت طي تيمار سلولي با غلظت  Vهاي آنكسين درصد سلول

 هاي كنترلدر سلولدرصد  34/3ليتر از ميكروگرم بر ميلي 90
تغيير پيدا كرده است، حال آنكه ميزان  درصد 54/8تنها به 
در كنترل به  درصد 63/3مثبت از  V/PIهاي آنكسين سلول

هاي ما نشانگر اين افزايش يافته است. يافتهدرصد  35/29
خاصيت  C. albonitensموضوع است كه عصاره 
با القاء آپوپتوز  Nalm-6هاي سايتوتوكسيك خود را بر سلول

  كند.خيري اعمال ميأخصوص آپوپتوز تيه و باول

  
  .Nalm-6هاي بر فازهاي مختلف چرخه سلول C. albonitensبررسي اثر عصاره متانلي  -5شكل شماره 

  

  
و  P<0.01بيانگر ، **، P<0.05بيانگر  ،*(. Nalm-6بر القاء مرگ سلولي در رده سلولي  C. albonitensلي وبررسي اثر عصاره متان -6شكل شماره 

  ).P<0.001، بيانگر ***
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  بحث
ترين عوارض جانبي شديد و مقاومت به درمان از اصلي

آيند. شمار ميه درماني حال حاضر بمشكلات داروهاي شيمي
اي جهت يافتن عوامل از اين رو امروزه مطالعات گسترده

ها از جمله درماني مكمل يا جايگزين براي درمان سرطان
ALL اي از مطالعات در اين . بخش عمده]19[ شودانجام مي

- زمينه، اثرات سايتوتوكسيك گياهان و مشتقات آنها را بر رده

هاي حيواني و در مراحل نهايي هاي سلولي سرطاني، نمونه
اي . به گونه]27- 29[ اندداوطلبان انساني مورد بررسي قرار داده

ننده كاي از داروهاي بازدارنده يا درمانكه بخش قابل توجه
. به ]30[ اندسرطان امروزي از تركيبات گياهي ساخته شده
 Centaureaهمين دليل ما بر آن شديم كه اثر سايتوتوكسيك 

كه  Asteraceaeي گياهان دارويي عنوان جنسي از خانواده به
در مطالعات پيشين اثر ضدسرطان آنها در چندين رده سلولي 

مي لنفوبلاستيك نشان داده شده است را بر رده سلولي لوس
  مورد مطالعه قرار دهيم. Nalm-6حاد 

در  Centaureaنتايج حاصل از بررسي سه گونه متفاوت 
  پروليفراتيو اين اين مطالعه، بيانگر قدرت سايتوتوكسيك و آنتي

هاي مشتق شده از لوسمي لنفوبلاستيك جنس گياهي بر سلول
- و تريپان MTTطور كه در نتايج مربوط به باشد. همانحاد مي

)؛ عصاره 3- 1 هاي شمارهبلو نشان داده شده است (شكل
نقش  Centaureaهاي هوايي سه گونه جنس متانلي بخش

تيمار شده  Nalm-6هاي بسزايي در كاهش بقاء و تعداد سلول
ليتر، به صورت ميكروگرم بر ميلي 10هاي بالاي با غلظت

راستا با هموابسته به دوز و زمان داشتند. مطالعات بيشماري 
پروليفراتيو نتايج اين مطالعه، اثرات سايتوتوكسيك و آنتي

هاي را بر سلول Centaureaهاي مختلف عصاره گونه
 COLO320و  CaCo2 ،MCF-7 ،MIA PaCa-2سرطاني 
ست كه در ا اين در حالي .]12، 15، 17، 31[ اندنشان داده

اي نشان هتر عصاره نتايج مشابهاي پايينمطالعه حاضر غلظت
 به MDBKهاي دادند. لازم به ذكر است كه بررسي سلول

 
 

  

رغم عنوان رده سلولي نرمال نشان داد كه اين جنس گياه علي
، Nalm-6خاصيت سايتوتوكسيك بر رده سلولي لوسميك 

 هاي نرمال دارد. ثير سميت كمي بر سلولأت

 Nahed El-najjarتوسط  2007اي كه در سال در مطالعه
در رده  Centaureaاي از ثير گونهأمكارانش بر روي تو ه

صورت گرفت، نشان داد كه اين عصاره  HCT-116سلولي 
كند گياهي اثر سايتوتوكسيك خود را با القاء آپوپتوز اعمال مي

كننده اين موضوع أييد. نتايج حاصل از مطالعه ما نيز ت]17[
زمان قادر است كه عصاره اين گياه به صورت وابسته به دوز و 

 باشد.مي Nalm-6هاي لوسميك به القاء آپوپتوز در سلول
 Akramهمچنين در مطالعه ديگري كه در همان سال

Ghatous اي متفاوتثير گونهأو همكارانش انجام دادند، ت 
Centaurea  بر رده سلوليSP1  وPAM212  مورد بررسي

اين  قرار گرفت. مطالعه اخير بيانگر اين موضوع بوده است كه
عصاره گياهي علاوه بر القاء آپوپتوز قادر به مهار تكثير سلولي 

. بررسي چرخه ]31[ باشدمي G1از طريق توقف در فاز 
اي اي نشان داد، به گونهسلولي در اين مطالعه نيز نتايج مشابه

چرخه سلولي و  G1كه اين عصاره با توقف تكثير در فاز 
نتيجه آپوپتوز و در ، در نهايت منجر بهSكاهش درصد فاز 

شود. نتايج حاصل از مي sub-G1افزايش جمعيت سلولي فاز 
آميزي هاي فلوسايتومتريك بررسي چرخه سلولي و رنگآزمون

هاي تريپان بلو يدكننده نتايج حاصل از آزمونأيت PI/Vآنكسين 
مبني بر مهار تكثير و كاهش بقاء رده سلولي مشتق  MTTو 

 بوده است. Nalm-6يك حاد شده از لوسمي لنفوبلاست

هاي مختلف رسد كه گونهبه طور كلي، به نظر مي
Centaurea ثير سايتوتوكسيك بسيار ناچيز أبا ت مورد مطالعه ما

ثير آپوپتوتيك و أهاي نرمال قادرند به صورت كارآمد تبر سلول
اعمال  Nalm-6هاي لوسميك پروليفراتيو خود را بر سلولآنتي

عنوان عاملي  توان اين جنس گياهي را بهميكنند. از اين رو 
هاي بيشتر براي بررسي Nalm-6سايتوتوكسيك بر رده سلولي 

  لكولي پيشنهاد كرد.وجهت يافتن مكانيسم م
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Abstract 
 

Background: Medicinal plants are considered as one of the ideal therapeutic sources for cancer 
prevention or treatment due to their bioactive contents and low side effects to humans. Centaurea 
genus have shown potential anti-tumor activity on some cancer cell lines in previous studies.  
Objective: The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effect of three species of Centaurea 
genus (C. albonitens, C. pseudoscabiosa, C. salicifolia) on Nalm-6 cells. 
Methods: Nalm-6 cells were treated with increasing concentrations of the methanolic extracts of 
the aerial parts of three Centaurea species, then, their cytotoxic and anti-proliferative effects were 
evaluated using trypan blue, MTT and DAPI staining assays. Moreover, annexin V/PI staining and 
cell cycle analysis were performed for further investigation.  
Results: The results of trypan blue, MTT assay and DAPI staining revealed that all 3 extracts 
exhibit cytotoxic and anti-proliferative properties against Nalm-6 cells in a dose- and time-
dependent manner (P≤0.001). Interestingly, there was no considerable cytotoxicity in normal cells, 
MDBK. The flow cytometric analysis validated that Centaurea dose dependently induces apoptosis 
and G1 phase arrest in Nalm-6 cells (P≤0.01). 
Conclusion: Due to the safety profile of the natural products, our study suggests that Centaurea 
extracts might provide insight into a novel therapeutic strategy and may confer advantages for 
acute lymphoblastic leukemia treatment, however further researches are necessary. 
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