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Abstract

Introduction: Lymphoma is one of the types of malignant cancers in veterinary medicine and has a high 
prevalence rate in dogs and cats that are involved in weak immune systems. Due to the side effects of 
chemotherapy drugs, the use of plants with medicinal properties has received much attention from researchers. 
The Moringa oleifera plant has been  found to have anti-inflammatory properties. Objectives: The purpose 
of this study was to investigate the toxicity effect of moringa plant extract on the EL4 cell line from murine 
lymphoma in order to investigate the anticancer effects within the scope of this research. Materials and 
methods: In this study, after preparing Moringa oleifera plant powder extract, EL4 cells were exposed to 
different concentrations of Moringa plant at 24, 48, and 72 hours. The survival rate of cell groups was firstly 
analyzed by the trypan blue staining method and then by MTT broch cytotoxicity, and the next step was the 
expression of the caspase-3 gene by the real-time PCR method. Data analysis was done using GraphPad 
Prism9 software and a one-way ANOVA test. Results: Cell line treatment with Moringa plant powder extract 
in all studied concentrations led to inhibition of cancer cell growth. The highest level of effectiveness was 
observed at different times and at a concentration of 40 μg/ml, and its IC 50 was above 50%. Conclusion: 
Moringa oleifera plant extract, especially at a concentration of 40 μg/ml and a duration of up to 72 hours, can 
inhibit the growth of EL4 lymphoma cancer .
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ارزیابی اثرات عصارة گز روغنی )Moringa oleifera( بر میزان زنده‌مانی و 
EL4 فعالیت کاسپاز 3 در ردة سلولی لنفوم

چکيده 
مقدمه: لنفوم یکی از انواع سرطان‌های بدخیم در دامپزشکی محسوب می‌شود و میزان شیوع بالایی در سگ‌سانان و گربه‌سانانی دارد که درگیر 
ضعف سیستم ایمنی هستند. به‌علت عوارض جانبی داروهای شیمی‌درمانی، امروزه استفاده از گیاهانی با خاصیت دارویی بسیار مورد توجه 

پژوهشگران قرار گرفته است. مشخص شده که گیاه مورینگا ‌الیفرا خواص ضدالتهابی دارد. 
هدف: هدف از این مطالعه بررسی اثر سمیت عصارة گیاه مورینگا بر ردة سلولی EL4 از لنفوم موشی است تا اثرات ضدسرطانی نیز در محدودة 

این تحقیق بررسی شود.
مواد و روش‌ها: در این مطالعه پس از تهیة عصاره پودر گیاه مورینگا ‌الیفرا، سلول‌های ردة EL4 با غلظت‌های مختلفی از گیاه مورینگا در 
زمان‌های 42، 84 و 27 ساعت مواجه شدند. میزان زنده‌مانی گروه‌های سلولی ابتدا در روش رنگ‌آمیزی تریپان بلو و سپس سمیت سلولی به 
روش MTT انجام و در مرحلة بعد بیان ژن کاسپاز 3 به روش Real-Time PCR بررسی شد. تحلیل داده‌ها با استفاده از نرم‌افزار گرافپد 

پریسم 9 و آزمون ANOVA یک‌طرفه انجام شد. 
یافته‌ها: تیمار ردة سلولی با عصارة پودر گیاه مورینگا در تمامی غلظت‌های مورد مطالعه به مهار رشد سلول‌های سرطانی منجر شد. بالاترین میزان 

اثرگذاری در زمان‌های مختلف و در غلظت 40 میکروگرم بر میلی‌لیتر مشاهده شد که میزان IC 50 آن نیز بالای 05% بود.
نتیجه‌گیری: عصارة گیاه مورینگا ‌الیفرا، به‌ویژه در غلظت 40 میکروگرم بر میلی‌لیتر و مدت‌زمان تا 72 ساعت می‌تواند به مهار رشد سلول‌های 

سرطانی ردة EL4  لنفوم منجر شود.

 كلمات کلیدی: ردة سلولی EL4، کاسپاز 3، مورینگا‌ الیفرا 
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ارزيابي اثرات عصارة گز روغني ...‌

1- مقدمه
به‌دنبال  تومورها  بیشتر  که  می‌دهد  نشان  انجام‌شده  مطالعات 
در  می‌آیند.  پدید  پیش‌سرطانی  ژنتیکی  اختلالات  از  مجموعه‌ای 
واقع با پیشرفت علم امکان بررسی سکانس‌های ژنومی فراهم شده 
لنفوماست  مانند  نئوپلازی، سرطان‌های خونی  انواع  از  یکی  است. 
که از سلول‌های ردة لنفوئید منشأ می‌گیرد. در موارد لنفوم مقاومت 
به وجود می‌آید، که همین موضوع شانس  به داروی شیمی‌درمانی 
درمان را کاهش می‌دهد. با وجود درمان حتی ممکن است بسیاری 
از بیماران تحت تأثیر عوارض طولانی‌مدت داروهای شیمی‌درمانی 
و  هرروزه  رویکرد  بنابراین   .)1( شوند  گرفتار  مخاطرات جدی  به 
دنیا  پیش‌رونده‌ای در تحقیق روی محوریت طب سنتی در سراسر 
درمان  اصلی  و  اولیه  داروهای  به‌عنوان  گیاهان  و  است  شده  آغاز 
خلاف  بر  گیاهی  داروهای  می‌گذارند.  وجود  عرصة  به  پا  کم‌کم 
داروهای  از  کمتر  بسیار  عوارضی  و  شیمی‌درمانی ‌ضرر  داروهای 
شیمی‌درمانی دارند. از طرفی به‌علت دارا بودن ترکیبات بیولوژیکی 
با داروهای شیمی‌درمانی در  آنتی‌اکسیدان‌ها می‌توانند  فعال، به‌ویژه 
تجویز هم‌زمان کوکتل شوند. این ارتباط و تعامل در مورد گیاهان 
آنتی‌اکسیدان‌ها  زیرا  بیشتر است،  به‌مراتب  آنتی‌اکسیدانی  با خواص 
می‌توانند در به حداقل رساندن عوارض شیمی‌درمانی تأثیر کارآمدی 
را  اکسیداتیو  آسیب  بدن،  ایمنی  سیستم  تقویت  با  و  باشند  داشته 
کاهش دهند. بیشتر ترکیبات فیتوشیمیایی گیاهان از جمله کاروتنویید، 
اسیدهای فنولیک، فلاونویید و آلکالوییدها، اثرات مفیدی بر سلامتی 
پتانسیل  که  گیاهانی  از  یکی   .)2( دارند  بدخیمی  از  جلوگیری  و 
آنتی‌اکسیدانی آن‌ها مشخص شده است، گیاه گز روغنی یا مورینگا‌ 
الیفرا )Moringa oleifera( است و تمامی قسمت‌های آن از جمله 
است.  یافت شده  ترکیبات ضدسرطانی  دارای  ساقه  و  ریشه  برگ، 
مورینگاسه  گیاهان خانواده  از شناخته‌شده‌ترین  یکی  الیفرا  مورینگا‌ 
درمانی  پتانسیل  آنتی‌اکسیدانی‌اش،  بالای  قدرت  به‌علت  که  است 
آن به‌طور کامل مشخص شده است. مورینگا‌ الیفرا به‌علت مقاومت 
مناطق گرمسیری، و در  از  بسیاری  مناطق خشک و مرطوب و  در 
بندرعباس  به‌ویژه  و  ایران  جنوب  مانند  خاک‌ها  از  مختلفی  انواع 
بسیاری  سنتی  درمان  در  گیاه  این  از  دارد.  رشد  قابلیت  ایران  در 
عفونت‌های  پروستات،  مشکلات  عفونی،  و  التهابی  بیماری‌های  از 
قارچی، سرطان‌ها و مانند آن‌ها استفاده می‌شود )3(. سازوکار دقیق 

ضد توموری گیاه مورینگا‌ الیفرا، به‌طور کامل شناخته نشده است، اما 
احتمال می‌رود که اثرات ضد تکثیر سلولی )آنتی‌پرولیفراتیو( گیاه در 
ارتباط با کاهش تولید فاکتور نسخه‌برداری NF-κB از طریق افزایش 
القای پروتئین‌های IκBα )پروتئین مهارکننده NF-κB( باشد. فعالیت 
زیاد از حد NF-κB، یکی از سازوکارهای بیماری‌هایی است که با 
آپوپتوز یا التهاب همراه‌اند )4(. همچنین حسب شواهد به‌دست‌آمده 
از مطالعات گذشته، گیاه مورینگا‌ الیفرا، با القای کاسپازها آپوپتوز را 
فعال می کند )5(. ازآنجاکه تاکنون خواص ضدسرطانی گیاه مورینگا‌ 
لنفوم ردة EL4 بررسی نشده است، در  الیفرا به‌طور دقیق بر روی 
این مطالعه به بررسی اثرات آپوپتوتیک گیاه مورینگا‌ الیفرا بر سرطان 

لنفوم ردة سلولی EL4 پرداختیم.

2- مواد و روش‌ها
2-1- تهیة عصارة گیاه مورینگا‌ الیفرا

به‌منظور انجام مطالعة تجربی، گیاه مورینگا‌ الیفرا به‌صورت پودر گیاه 
از بندرعباس تهیه شد. برای تهیة عصارة آبی گیاه، 100 گرم از پودر 
اتانولی گیاه 200 گرم  تهیة عصارة  برای  لیتر آب مقطر، و  در یک 
از آن در یک لیتر اتانول 96 درصد خیسانده و به‌مدت 84 ساعت 
شد.  داده  قرار  دقیقه  در  دور   200 دور  با  حرارتی  شیکر  روی  بر 
 Rotary( سپس عصاره‌ها صاف و با استفاده از دستگاه تقطیر در خلأ
خالص  عصارة  و  شد  تغلیظ  و  تبخیر  اضافی  حلّل   )evaporator

حاصله، در ظروف شیشه‌ای در بسته جمع‌آوری و تا روز شروع کار 
در یخچال نگهداری شدند )6(. 

2-1-1- حل کردن عصارة گیاه و تهیة غلظت‌های مورد نظر
برای تهیة عصارة اتانولی از ترکیب دی‌متیل اکسید )DMSO( استفاده 
شد. ازآنجاکه DMSO خود دارای اثرات سمیت سلولی است، برای 
محلول  در  آن  تیمارشده، غلظت  بر سلول‌های  ماده  این  اثر  حذف 
نهایی 0/2 درصد )فاقد سمیت( در نظر گرفته شد. پس از استریل 
کردن عصاره‌ها با استفاده از فیلتر‌های سرسرنگی 0/22 میکرومتر، از 
عصارة اتانولی، غلظت‌های 10، 20، 40 و 80 میکروگرم بر میلی‌لیتر 
نتایج  براساس  مطالعه،  مورد  غلظت‌های  دامنة  انتخاب  شد.  تهیه 

مطالعه‌های مشابه صورت گرفت )6(.
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2-2- کشت سلولی
در مطالعة حاضر، ردة سلولی EL4 از بانک سلولی انستیتو پاستور 
ایران خریداری شد و در محیط کشت سلولی RPMI-1640 حاوی 
میکرولیتر   500 و  غیرفعال‌شده   )FBS( گاوی  جنین  سرم   %10
آنتی‌بیوتیک )محلول پنی‌سیلین و استرپتومایسین(، در انکوباتور 37 
و  کشت  رطوبت،   %59 و  دی‌اکسیدکربن   %5 با  سلسیوس  درجة 
پاساژهای مکرر داده شد تا سلول‌ها از نظر مورفولوژی و زنده‌مانی به 
حد مطلوب برسند. همچنین، سلول‌های تک‌هسته‌ای خون محیطی 
برای جداسازی سلول‌های خون  استفاده شد.  کنترل  به‌عنوان گروه 
محیطی، مقدار 15 میلی‌لیتر از خون فرد سالم در ضد انعقاد هپارین 
با PBS استریل رقیق شد. خون رقیق‌شده  ریخته‌ و به نسبت برابر 
فالکون  لولة  داخل  فایکول  میلی‌لیتر   10 بر روی  به‌آرامی ‌با سمپلر 
ریخته شد و 25 دقیقه با دور 600g تحت سانتریفیوژ قرار گرفت. 
سپس لایه با بافی‌کوت حاوی سلول‌های تک‌هسته‌ای، جدا شده و 
پس از انتقال به فالکون دیگر و افزودن PBS، به‌مدت 5 دقیقه با دور 
300g سانتریفیوژ شد. برای شست‌وشو و خروج کامل فایکول، این 

کار سه بار تکرار شد )6(. 

2-3- تعیین درصد سلول‌های زنده با رنگ‌آمیزی تریپان بلو
به‌منظور شمارش و تعیین درصد سلول‌های زنده، پس از سانتریفیوژ 
با  پیپتاژ کردن آن‌ها  rpm 1600 و  با دور  سلول‌ها به‌مدت 4 دقیقه 
رنگ  و  سلول  مخلوط  از  میکرولیتر   10 تازه،  محیط  میلی‌لیتر  یک 
زیر  و  داده  قرار  هموسایتومتر  لام  روی  برابر(  نسبت  )با  تریپان‌بلو 
میکروسکوپ معکوس، سلول‌های مستقر در 4 خانة 16تایی در 4 
طرف لام شمارش شد. سلول‌های زنده )دارای غشای ناتراوا به رنگ 
تریپان بلو( بی‌رنگ و سلول‌های مرده )دارای غشای تراوا برای ورود 

رنگ( به رنگ ‌آبی مایل به بنفش دیده شدند )7(.

2-4- شمارش تعداد سلول‌ها 
تعداد سلول‌ها در هر میلی‌لیتر براساس فرمول محاسبة تعداد سلول 
به دست آمد. تعداد سلول در هر میلی‌لیتر = میانگین تعداد سلول‌های 
همچنین  بود.   10000  × رقت  ضریب   × مربع‌ها  در  شمارش‌شده 
 = زنده‌مانی  درصد  فرمول  براساس  نیز  سلول‌ها  زنده‌مانی  درصد 
میانگین تعداد سلول‌های زنده تقسیم بر کل سلول‌ها ×100 به دست 

آمد )8(. 

2-5- سنجش سمیت سلولی
رنگ‌سنجی  آزمون  روش  با  عصاره‌ها  سلولی  سمیت  اثر  بررسی 
یک   MTT شد.  انجام   )Methyl Thiazole Tetrazolium(  MTT

فعالیت  اثر  در  است.  آب  در  محلول  زردرنگ  تترازولیوم  نمک 
در  فقط  که  میتوکندریایی  دهیدروژناز  سوکسینات  آنزیم‌های 
سلول‌های زنده فعال است، در حلقة MTT شکستی ایجاد شده و 
محلول  به شکل   DMSO توسط  که  فورمازان  بنفش‌رنگ  بلورهای 
آزمایش،  این  انجام  به‌منظور  اندازه‌گیری می‌شود.  و  تبدیل  درآمده، 
تعداد 20000 سلول در چاهک پلیت 96 خانه استریل برده شد و 
با غلظت‌های مختلف دارو تیمار شد. برای هر غلظت، آزمایش سه 
بار در سه چاهک جداگانه تکرار شد. چاهک‌های کنترل دارو افزوده 
محیط  و  دارو  مختلف  غلظت‌های  حاوی  که  از چاهک‌هایی  نشد. 
استفاده  بلانک  به‌عنوان  از سلول(  عاری  )چاهک‌های  بودند  کشت 
هر  به  انکوباتور،  در  انکوباسیون  ساعت   48 گذشت  از  پس  شد. 
چاهک 10 میکرولیتر از محلول MTT )5 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر در 
PBS( اضافه و پس از 4 ساعت انکوباسیون مجدد در انکوباتور، به 

هر چاهک 100 میکرولیتر DMSO اضافه شد و به‌مدت 30 دقیقه 
انکوبه شد. جذب نوری چاهک‌ها در  اتاق  در تاریکی و در دمای 
طول موج 570 نانومتر و با دستگاه الایزا ریدر خوانده شد. سپس از 
جذب نوری خانه‌های تکرارشده برای هر غلظت، میانگین گرفته شد 
و از میزان جذب چاهک بلانک کم شد و OD هر غلظت به دست 
آمد. برای تبدیل OD به درصد سلول‌های زنده )Viability( از فرمول 

آزمایش OD / کنترل OD ×100 استفاده شد )8(. 

2-6- بررسی میزان بیان ژن‌ها
2-6-1- آزمایش‌های RCP و RCP emiT-laeR برای بررسی بیان 

ژن کاسپاز 3
در این مطالعه به‌منظور بررسی روند آپوپتوز، از بیان ژن‌های کاسپاز 3 
استفاده‌ شد. شایان ذکر است هریک از نمونه‌ها به‌صورت 3 تکراری 
 Total( کیت  از   RNA استخراج  برای  شد.  سنجش  ژن  هر  برای 
RNA Extraction-A101231( ساخت کشور انگلستان استفاده شد. 

 RevertAid First Strand cDNA( استخراج‌شده توسط کیت RNA

 Thermo cycler دستگاه  شد. از  تبدیل   cDNA به   )Syn-k1622

)CFX96-Real-Time system( برای بررسی بیان ژن‌های مورد نظر 
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ژن  از  است  ذکر  شایان  شد.  استفاده   3 کاسپاز  پرایمرهای  به‌وسیلة 
GAPDH به‌عنوان ژن رفرانس در ارزیابی روند استخراج cDNA و 

بیان ژن استفاده شد. در نقطة ذوب یک مولکول DNA دورشته‌ای، 
باعث  این  می‌شود.  جدا  هم  از  هیدروژنی  پیوندهای  از  درصد   50
تغییر ناگهانی در میزان فلورسانس می‌شود. پیک‌های تشکیل‌شده در 
دمای پایین مربوط به مقدار محصولات غیراختصاصی است که در 
پایان فرایند PCR رخ می‌دهد. هر ژن منحنی ذوب خود را دارد و 
منحنی‌های یک ژن در همة نمونه‌ها باید مطابقت داشته باشد و دارای 
یک پیک واحد باشد. در مطالعة ما منحنی مذاب تک‌قله است و با 

یکدیگر منطبق‌اند )شکل 3(.

RNA 2-6-2- مراحل استخراج
به‌منظور استخراج RNA سلولی از کیت تجاری شرکت پارس توس 
استفاده شد. ابتدا غلظت همة نمونه‌های RNA استخراج‌شده با دستگاه 

نانودراپ تعیین و سپس غلظت همة نمونه‌های RNA یکسان شد. 
 RevertAid Synthesis Kit از کیت cDNA به RNA به‌منظور تبدیل
First Strand cDNA شرکت فرمنتاز )Thermo( استفاده‌ شد. برای 

شروع کار، 750 میکرولیتر از محلول RL به داخل میکروتیوب حاوی 
اتاق قرار داده شد. سپس  سلول اضافه و به‌مدت 5 دقیقه در دمای 
150 میکرولیتر کلروفرم به آن اضافه و به‌مدت 15 ثانیه روی شیکر 
محلول  رنگ  و  مخلوط  هم  با  کلروفرم  و  الکل  تا  شد  گرفته  قرار 
اتاق،  دمای  در  استراحت  دقیقه  سه  از  بعد  شود.  شیری‌رنگ  نهایی 
به‌مدت 12 دقیقه با دور 1300g در دمای 4 درجه سانتریفیوژ شد. 
بعد از این مرحله دو فاز تشکیل شد که 400 میکرولیتر از فاز رویی 
برداشته و به یک میکروتیوب RNAase-DNAse free 1/5 منتقل شد. 
400 میکرولیتر الکل 70% اضافه و کمی مخلوط شد. در این مرحله 
محتویات میکروتیوب به یک تیوب فیلتردار موجود در کیت منتقل 
و یک دقیقه با دور 13000g در دمای 4 درجة سلسیوس سانتریفیوژ 
شد. مایع تیوب زیرین تخلیه و 700 میکرولیتر از محلول PW بر روی 
13000g مجدد  با دور  آن اضافه شد. یک دقیقه در دمای 4 درجه 
سانتریفیوژ و مایع زیری تخلیه شد. سپس500 میکرولیتر از محلول 
PW بر روی آن اضافه و یک دقیقه با همان دور سانتریفیوژ و مایع 

تیوب زیرین تخلیه شد. تیوب به‌مدت دو دقیقه سانتریفیوژ و سپس 
 RNAase-DNAse free 1/5 تیوب زیرین با یک میکروتیوب جدید
 DEPC از فیلتر 500 میکرولیتر RNA تعویض شد. برای جدا شدن

به آن اضافه و یک دقیقه با همان دور و دمای 4 درجه سانتریفیوژ 
مولکول  شد.  نظر  مورد   RNA حاوی  زیرین  تیوب  درنهایت  شد. 
قرار  cDNA در دمای 20- درجه  به  تبدیل  تا زمان  RNA حاصل 

داده شد )9، 10(.

 RNA از cDNA 2-6-3- روش استخراج
 RevertAid Synthesis Kit  از کیت cDNA به RNA به‌منظور تبدیل
First Strand cDNA شرکت فرمنتاز )Thermo( استفاده‌ شد. برای 

شروع این مرحله، ابتدا مجموعه‌ای از RNA الگو و نهایی )با حجم 
تا  و  برداشته  پرایمر  از  میکرولیتر  یک  و  میکروگرم(   0/1  -0/5
کردیم،  پر   DEPC-treated water محلول  از  میکرولیتر   12 حجم 
ثانیه ضربه زده شد. بعد  به‌آرامی به میکروتیوب به‌مدت 30  سپس 
درجة   65  hit block روی  دقیقه   5 به‌مدت  را  میکروتیوب  آن  از 
کردیم. سپس  منتقل  یخ  به روی  بلافاصله  و  دادیم  قرار  سلسیوس 
 1( RNA مهارکنندة ،)به‌ترتیب محلول بافر با رقت 5 )4 میکرولیتر
میکرولیتر(، dNTP 10 Mm )2 میکرولیتر(، آنزیم رونویسی معکوس 
)1 میکرولیتر( به آن اضافه شد. بعد از اضافه کردن ترکیبات یادشده 
به‌مدت 30 ثانیه به میکروتیوب ضربه زده و مدت‌زمان کوتاهی روی 
آنکه 5 دقیقه در دمای 70 درجه  از  بعد  سانتریفیوژ قرار داده شد. 
قرار گرفت، سپس 5 دقیقه در دمای اتاق قرار داده و بعد به‌مدت یک 

ساعت در دمای 42 درجه سلسیوس نگه داشته شد )9، 10(.

2-6-4- مراحل انجام آزمون PCR با ژن‌های مورد نظر
به‌منظور بررسی بیان ژن از پرایمرهای مربوطه طبق توالی زیر استفاده 

شد )جدول 1(.

جدول 1- توالی پرایمرهای استفاده‌شده در پژوهش حاضر

ارزيابي اثرات عصارة گز روغني ...‌
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براي شروع  شد.  استفاده )Thermo( شرکت فرمنتاز Synthesis Kit  RevertAid First Strand cDNAاز کیت  cDNAبه  RNAتبدیل  منظور به

میکرولیتر  12) و یک میکرولیتر از پرایمر برداشته و تا حجم میکروگرم 1/0 -5/0 حجم االگو و نهایی (ب RNA از يا مجموعهاین مرحله، ابتدا 

 5مدت  بعد از آن میکروتیوب را به ثانیه ضربه زده شد. 30مدت  میکروتیوب بهه آرامی ب پر کردیم، سپس به DEPC-treated waterاز محلول 

 4( 5 ترتیب محلول بافر با رقت سپس به قرار دادیم و بلافاصله به روي یخ منتقل کردیم. سلسیوس ۀدرج hit block 65دقیقه روي 

بعد از  به آن اضافه شد.میکرولیتر)  1( آنزیم رونویسی معکوس میکرولیتر)، 2( dNTP 10 Mm میکرولیتر)، 1( RNA ةمهارکنند میکرولیتر)،

 5بعد از آنکه  زمان کوتاهی روي سانتریفیوژ قرار داده شد. ثانیه به میکروتیوب ضربه زده و مدت 30مدت  به یادشدهاضافه کردن ترکیبات 

نگه داشته  سلسیوسدرجه  42مدت یک ساعت در دماي  بهدقیقه در دماي اتاق قرار داده و بعد  5 سپس، درجه قرار گرفت 70دقیقه در دماي 

  .)10 ،9(د ش

 اي مورد نظره ژنبا  PCRمراحل انجام آزمون  -6-4- 2

  .)1(جدول  بررسی بیان ژن از پرایمرهاي مربوطه طبق توالی زیر استفاده شد منظور به

  حاضر پژوهششده در  هدااستفتوالی پرایمرهاي  -1جدول 

5 ´       3 ´ترادف   پرایمر 

Forward: CAG TGGAGGCCGACT TCTTG 

Reverse: TGGCACAAAGCGACTGGAT 
3کاسپاز   

Forward: AACGGATTTGGTCGTATTGG 

Reverse: TTTGGAGGGATCTCGCTCCT 

GAPDH 

  

  .)2جدول ( زیر تعیین شد ۀنیز طبق برنامترموسایکلر  دمایی دستگاه ۀهمچنین برنام

  حاضر پژوهششده در  استفاده Thermo cyclerدمایی دستگاه  ۀبرنام -2جدول 

Amplification Extension Annealing Denaturation Initial 
denaturation 

40 Cycles 72°C 
1 min 

58°C 
1 min 

95°C 
30 sec 

95°C 
5 min 

  

2 -6-5- Real-Time PCR  
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29

همچنین برنامة دمایی دستگاه ترموسایکلر نیز طبق برنامة زیر تعیین 
شد )جدول 2(.

Real-Time PCR -5-6-2
یادشده  پرایمرهای  از  مطالعه  مورد  ژن‌های  بیان  بررسی  به‌منظور 
)جدول 1( در این روش استفاده شد. کیت Real-Time PCR حاوی 
21/5 میکرولیتر محلول Master mix، 5 میکرولیتر آب مقطر، 0/5 
 1/5 ،Reverse primer 0/5 میکرولیتر ،Forward primer میکرولیتر
میکرولیتر cDNA در حجم نهایی 20 میکرولیتر بود که تمامی این 
مراحل بر روی یخ انجام شد. نمونه‌های حاصل به دستگاه ABI منتقل 
و آزمون طبق برنامة دمایی دستگاه Thermo cycler به انجام رسید. 
نمونه‌های  با  مقایسه  در  تیمارنشده  سلول‌های  شامل  کنترل  نمونة 
تیمارشده در روزهای 24، 28 و 72 ساعت بود و کنترل منفی شامل 
روش  است.   cDNA از  غیر  در PCR به  استفاده‌شده  موارد  تمامی 

انجام کار دستگاه ABI طبق جدول زیر راه‌اندازی شد )جدول 3(.
 Real-Time محصول   Thermo cycler دستگاه  کار  اتمام  از  پس 

PCR توسط نرم‌افزار Reaset 2006 آنالیز شد.

2-6-5-1- آماده‌سازی سلول‌های کشت‌شده برای انجام  
:Real-Time PCR

به‌وسیلة سمپلر محیط کشت داخل هر چاهک تخلیه شد. در  ابتدا 
سپس  شد.  داده  شست‌وشو   PBS محلول  با  چاهک‌ها  بعد  مرحلة 

توسط محلول تریپسین با رقت 5 برابر، سلول‌ها از کف چاهک جدا 
شد. دقت در زمان‌بندی هنگام استفاده از تریپسین بسیار اهمیت دارد، 
زیرا زمان کم سبب جدا نشدن سلول‌ها از کف چاهک‌ها و زمان بالا 
سبب از بین رفتن سلول‌ها می‌شود. پس از اضافه کردن تریپسین و 
سپری شدن زمان مناسب چاهک‌ها زیر میکروسکوپ با عدسی 10 
بررسی و از جدا شدن سلول‌ها اطمینان حاصل شد. اگر سلول‌ها از 
این  به حالت کروی درمی‌آیند. در  باشند  کف چاهک‌ها جدا شده 
مرحله به‌منظور خنثی‌سازی اثر تریپسین به میزان چهار برابر تریپسین 
مصرفی به هر چاهک محیط کشت اضافه‌ شد. تمامی‌ این مراحل زیر 
 RNase هود لامینار انجام گرفت. سوسپانسیون حاصل به میکروتیوب
DNase-Free منتقل و به‌مدت 5 دقیقه در 1500g سانتریفیوژ شد. 

مایع رویی دور ریخته و رسوب حاصل در دمای 70- نگهداری شد. 
در روز استخراج میکروتوپ‌ها از 70- خارج گردید و در بن‌ماری 
که از قبل به دمای 37 درجة سانتی‌گراد رسیده بود قرار داده ‌شد. 
این کار به این دلیل حائز اهمیت است که سلول‌ها نباید در دمای 

4- درجة سانتی‌گراد بمانند.

2-7- تحلیل آماری       
یک‌طرفة  آزمون  و   SPSS نرم‌افزار  از  استفاده  با  داده‌ها  تحلیل 
نظر  در   P>0/05 آزمون  معنادار  ANOVA صورت گرفت و سطح 

عصاره  از  غلظتی  نمودارها،  و  به‌دست‌آمده  اعداد  طبق  شد.  گرفته 
 IC50 با قدرت مهار 50 درصدی رشد سلول‌های سرطانی به‌عنوان

شماره 148، نشریه دامپزشکی، پاييز 1404
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 5/12حاوي  Real-Time PCRکیت  در این روش استفاده شد.) 1(جدول  یادشدهمطالعه از پرایمرهاي  اي مورده ژنظور بررسی بیان نم به

میکرولیتر  Reverse primer ،5/1میکرولیتر  Forward primer ،5/0میکرولیتر  5/0میکرولیتر آب مقطر،  Master mix ،5میکرولیتر محلول 

cDNA  اي حاصل به دستگاه ه نمونه مراحل بر روي یخ انجام شد. نیا میتما میکرولیتر بود که 20در حجم نهاییABI  منتقل و آزمون طبق

اي تیمارشده در روزهاي ه نمونهتیمارنشده در مقایسه با  يها سلولکنترل شامل  ۀبه انجام رسید. نمون Thermo cyclerدمایی دستگاه  ۀبرنام

طبق  ABIروش انجام کار دستگاه  .است cDNAبه غیر از  PCR شده در ادهفتساعت بود و کنترل منفی شامل تمامی موارد اس 72و  48، 24

  .)3(جدول  اندازي شد جدول زیر راه

  حاضر پژوهششده در  استفاده ABIروش انجام کار دستگاه  -3جدول 
Temperature Time Step 

95ºС 2 minutes Initial Denaturation 

94ºС 10 seconds Denaturation 

60ºС 15 seconds Annealing 

72ºС  30 seconds Extension 

40 cycles 

  آنالیز شد. Reaset 2006 افزار نرمتوسط  Real-Time PCRمحصول  Thermo cyclerپس از اتمام کار دستگاه 

  

  Real-Time PCR: انجام  برايشده  هاي کشت سازي سلول آماده -6-5-1- 2

شو داده شد. سپس توسط و شست PBSا با محلول ه چاهکبعد  ۀهک تخلیه شد. در مرحلسمپلر محیط کشت داخل هر چا ۀوسیل ابتدا به

زیرا زمان  دارد،بندي هنگام استفاده از تریپسین بسیار اهمیت  دقت در زمان .شداز کف چاهک جدا  ها سلولبرابر،  5محلول تریپسین با رقت 

ري شدن . پس از اضافه کردن تریپسین و سپشود می ها سلولبین رفتن  ا و زمان بالا سبب ازه چاهکاز کف  ها سلولکم سبب جدا نشدن 

ها جدا  از کف چاهک ها سلول. اگر شد اطمینان حاصل ها سلولبررسی و از جدا شدن  10ها زیر میکروسکوپ با عدسی  زمان مناسب چاهک

تریپسین مصرفی به هر چاهک  ن به میزان چهار برابرسازي اثر تریپسی خنثی منظور بهآیند. در این مرحله  شده باشند به حالت کروي درمی

منتقل و  RNase Free-DNaseین مراحل زیر هود لامینار انجام گرفت. سوسپانسیون حاصل به میکروتیوب ا  میشد. تما  محیط کشت اضافه

نگهداري شد. در روز د گرا نتیدرجۀ سا -70سانتریفیوژ شد. مایع رویی دور ریخته و رسوب حاصل در دماي  g1500دقیقه در  5مدت  به

شد. این کار به این   گراد رسیده بود قرار داده سانتی ۀدرج 37ماري که از قبل به دماي  گردید و در بن خارج - 70از ها  میکروتوپاستخراج 

  گراد بمانند. سانتی ۀدرج -4نباید در دماي  ها سلولدلیل حائز اهمیت است که 
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 5بعد از آنکه  زمان کوتاهی روي سانتریفیوژ قرار داده شد. ثانیه به میکروتیوب ضربه زده و مدت 30مدت  به یادشدهاضافه کردن ترکیبات 

نگه داشته  سلسیوسدرجه  42مدت یک ساعت در دماي  بهدقیقه در دماي اتاق قرار داده و بعد  5 سپس، درجه قرار گرفت 70دقیقه در دماي 

  .)10 ،9(د ش

 اي مورد نظره ژنبا  PCRمراحل انجام آزمون  -6-4- 2

  .)1(جدول  بررسی بیان ژن از پرایمرهاي مربوطه طبق توالی زیر استفاده شد منظور به

  حاضر پژوهششده در  هدااستفتوالی پرایمرهاي  -1جدول 

5 ´       3 ´ترادف   پرایمر 

Forward: CAG TGGAGGCCGACT TCTTG 

Reverse: TGGCACAAAGCGACTGGAT 
3کاسپاز   

Forward: AACGGATTTGGTCGTATTGG 

Reverse: TTTGGAGGGATCTCGCTCCT 

GAPDH 

  

  .)2جدول ( زیر تعیین شد ۀنیز طبق برنامترموسایکلر  دمایی دستگاه ۀهمچنین برنام

  حاضر پژوهششده در  استفاده Thermo cyclerدمایی دستگاه  ۀبرنام -2جدول 

Amplification Extension Annealing Denaturation Initial 
denaturation 

40 Cycles 72°C 
1 min 

58°C 
1 min 

95°C 
30 sec 

95°C 
5 min 

  

2 -6-5- Real-Time PCR  

جدول 2- برنامة دمایی دستگاه Thermo cycler استفاده‌شده در پژوهش حاضر

جدول 3- روش انجام کار دستگاه ABI استفاده‌شده در پژوهش حاضر
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در نظر گرفته شد. همچنین غلظتی از عصاره با بیشترین اثر مهاری 
روی زنده‌مانی سلول‌های تیمارشده، حداکثر دوز عصاره‌ها در نظر 

گرفته شد. 
3- نتایج 

3-1- درصد سلول‌های زنده 
چهرة رنگ‌گرفتة سلول‌های مرده در صفحة مربع نئوبار شمارش شد. 
درصد سلول‌ها سنجش   97 از  بیش  بودن  زنده  از  اطمینان  از  پس 

MTT انجام شد.

MTT 3-2- سنجش
گروه  کشت(،  )مایع  منفی  کنترل  گروه‌های  در   MTT سنجش 
 80 و   40  ،20  ،10 غلظت‌های  و  )وین‌کریستین(  وین‌کریستین 
میکرومولار انجام و میانگین و خطای استاندارد میانگین در نمودار 
مربوط نشان داده شد )شکل 1(. نتایج حاصل از تست MTT نشان 
نسبی  به‌طور  سرطانی  سلول‌های  بر  مهارکنندگی  اثرات  که   داد 
دارای اثر وابسته به دوز و زمان است. به این معنی که بهترین نتیجة 
کشندگی سلولی در غلظت‌های 40 و 80 میکرومولار در هر سه زمان 
قابل مشاهده بود، ولی دوز 20 در زمان 24 ساعت به‌طور معنا‌داری 
خاصیت ضد حیات سلولی ضعیف‌تری را نسبت به دوز 10 نشان 

داد. 

Real Time PCR 3-3- بیان ژن کاسپاز 3 با استفاده از
در نمودار منحنی ذوب )melt curve( مشخص شد که روند کار ریل 

تایم آلودگی محیطی یا پروتئین ناخواسته نداشت )شکل 2(.
این مطالعه با هدف اندازه‌گیری سطح بیان ژن کاسپاز 3 پس از قرار 
گرفتن در معرض دوزهای مختلف 10، 20، 40 و 80 میکرومولار( 
ساعت   24 از  پس  که  داد  نشان  نتایج  شد.  انجام  مورینگا  عصارة 
قرار گرفتن در معرض عصارة مورینگا سطح بیان ژن آپوپتوزدهندة 
کاسپاز 3 در همة تیمارها، به‌ویژه در دوز 04 میکرومولار نسبت به 
در  مورینگا  عصارة  علاوه‌براین،   .)P<  0/05( یافت  افزایش  کنترل 
دوز 20 میکرومولار پس از 48 ساعت بیشترین بیان ژن آپوپتوز‌دهنده 
گروه  برابر  دو  به  نزدیک  کنترل  به  نسبت  که  به‌طوری  داشت،  را 
وین‌کریستین افزایش یافت )P< 0/05(. در ساعت 72 بیشترین بیان 
و  شد  مشاهده  وین‌کریستین  گروه  در   3 کاسپاز  آپوپتوزدهندة  ژن 
سپس در گروه 40 میکرومولار  بیشتر از بقیه معنادار بود )شکل 3(.

بیان ژن کاسپاز 3 در غلظت 80 میکرومولار عصارة مورینگا در همة 

میکرومولار   40 غلظت  گروه  به  نسبت  معناداری  به‌طور  ساعت‌ها 
عصارة مورینگا کمتر بود )P< 0/0001(. جالب توجه اینکه غلظت 
40 میکرومولار نسبت به وین‌کریستین در ساعت‌های 24 و 48 بیشتر 

و در ساعت 72 کمتر بود )P< 0/0001( )شکل 3(. 

بحث
شیمی‌درمانی شایع‌ترین درمانی است که برای از بین بردن سلول‌های 
وجود  با   .)8( می‌شود  استفاده  آن  پیشرفت  از  جلوگیری  و  لنفوم 
اثربخشی داروهای شیمی‌درمانی عوارضی همچون آسیب به بافت‌های 
سلول‌های  مقاومت  و  ساختاری  شکلی  بر  تکثیر،  حال  در  سالم 
درمان‌های  یا  جایگزین  درمان‌های  به  نیاز  دارو،  برابر  در  توموری 
مکمل را مطرح می‌سازد. یکی از کم‌خطرترین درمان‌ها با کمترین اثر 
سمی در سلول‌های طبیعی، درمان به کمک داروهای گیاهی است. 
با شیمی‌درمانی،  ترکیب  در  یا  به‌تنهایی  دارویی،  گیاهان  از  استفاده 
همچنین  می‌دهد.  کاهش  را  شیمی‌درمانی  از  ناشی  جانبی  عوارض 
گفته شده که گیاهان دارویی قابلیت غلبه بر مقاومت دارویی و از بین 
بردن سلول‌های مقاوم را دارند )2(. طبق گزارش سازمان بهداشت 
جهانی، برخی کشورها از درمان‌های گیاهی، به‌عنوان منبع اصلی دارو 
بهره می‌برند و کشورهای در حال توسعه از مزایای ترکیبات طبیعی 
ازطرفی،  می‌کنند.  استفاده  درمانی  اهداف  برای  فزاینده‌ای  به‌طور 
به  شده‌اند،  مشتق  طبیعی  منابع  از  که  ضدسرطان  داروهای  برخی 
داروهای فعلی ضدسرطان مانند وین‌کریستین و وین‌بلاستین تبدیل 
شده‌اند. در این پژوهش، گیاه مورینگا‌ الیفرا به‌علت داشتن ترکیبات 
پتانسیل  همچنین  و  متعدد  دارویی  خواص  فلاونوییدی،  و  فنولی 
لنفوم  بر سلول‌های  سلولی  اثر سمیت  بررسی  برای  آنتی‌اکسیدانی، 
مورد توجه قرار گرفت. در مطالعة حاضر، بررسی اثر سیتوتوکسیک 
داد  نشان  لنفوم  سلول‌های  زنده‌مانی  بر  الیفرا  مورینگا‌  گیاه  عصارة 
که عصارة گیاه مورینگا‌ الیفرا به مهار رشد وابسته به غلظت و زمان 
مورینگا‌  گیاه  توانایی  زیادی  مطالعات  شد.  منجر  لنفوم  سلول‌های 
الیفرا را در محافظت از بدن و سلول‌ها را در برابر استرس اکسیداتیو 
نشان داده‌اند. نتایج این تحققیات نشان می‌دهد که گیاه مورینگا‌ الیفرا 
فعال  گونه‌های  به  آسیب  آزاد،  رادیکال‌های  تولید  مهار  توانایی  با 

اکسیژن و کاهش استرس اکسیداتیو، یک آنتی‌اکسیدان قوی است.
مطالعات انور و همکاران بر روی برگ و ساقه گیاه مورینگا‌ الیفرا 

ارزيابي اثرات عصارة گز روغني ...‌
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         تحلیل آماري -7- 2

طبق  نظر گرفته شد.در  P>05/0 صورت گرفت و سطح معنادار آزمون ANOVA ۀطرف و آزمون یک SPSS افزار نرما با استفاده از ه دادهل تحلی

 . همچنیندر نظر گرفته شد IC50عنوان  سرطانی به يها سلولرشد درصدي  50مهار با قدرت  آمده و نمودارها، غلظتی از عصاره دست اعداد به

  . ا در نظر گرفته شده عصارهدوز  حداکثر ،تیمارشده يها سلولانی م زندهبیشترین اثر مهاري روي  باره غلظتی از عصا

  نتایج  - 3

  هاي زنده  درصد سلول -1- 3

 MTTها سنجش  صد سلولدر 97مربع نئوبار شمارش شد. پس از اطمینان از زنده بودن بیش از  ۀهاي مرده در صفح سلول ۀگرفت رنگ ةچهر

  .انجام شد

  MTTسنجش  -2- 3

میکرومولار انجام و  80و  40، 20، 10هاي  ) و غلظتکریستین وین( کریستین گروه وینهاي کنترل منفی (مایع کشت)،  در گروه MTTسنجش 

دگی که  اثرات مهارکنن دادنشان  MTTنتایج حاصل از تست  .)1 شکل( نشان داده شد مربوطنمودار در  میانگین و خطاي استاندارد میانگین

و  40هاي  در غلظت کشندگی سلولی ۀبهترین نتیج به این معنی که اثر وابسته به دوز و زمان است. طور نسبی داراي هبسرطانی  يها سلولبر 

تري را  ضعیفخاصیت ضد حیات سلولی  داري امعنطور  هساعت ب 24در زمان  20، ولی دوز بود مشاهدهقابل در هر سه زمان میکرومولار  80

  . ادد نشان 10ه دوز نسبت ب

  
  

10 

 

  

  
توکسیک بیشترین  ةشود گروه کنترل بدون ماد طور که مشاهده می . همانMTTروش  ۀوسیل همانی سلولی ب سنجش میزان زنده ۀمقایس -1 شکل

عصاره  ةکنند یافتهاي در گروه وینکریستین نیز مانند گروهدهد.  نشان میساعت پس از آغشته شدن کشت سلول  72و  48، 24در مانی را  زنده

 40گروه  :40µ، میکرومول 20گروه  :20µ، میکرومول 10گروه  :10µ. مانی سود برده است از درصدهاي متفاوتی در ممانعت از رشد و زنده

   میکرومول هستند. 10گروه  :80µمیکرومول و 

 

 Real Time PCRبا استفاده از  3بیان ژن کاسپاز  -3- 3

  ).2 شکل( شتکه روند کار ریل تایم آلودگی محیطی یا پروتئین ناخواسته ندا) مشخص شد melt curveدر نمودار منحنی ذوب (

شکل 1- مقایسة سنجش میزان زنده‌مانی سلولی به‌وسیلة روش MTT. همان‌طور که مشاهده می‌شود گروه کنترل بدون مادة توکسیک بیشترین 
زنده‌مانی را در 24، 48 و 72 ساعت پس از آغشته شدن کشت سلول نشان می‌دهد. گروه وینکریستین نیز مانند گروه‌های دریافت‌کنندة 
 :40µ ،20: گروه 20 میکرومولµ ،10: گروه 10 میکرومولµ .عصاره از درصدهای متفاوتی در ممانعت از رشد و زنده‌مانی سود برده است

گروه 40 میکرومول و 80µ: گروه 10 میکرومول هستند. 
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نشان داد که این گیاه دارای ترکیبات فلاونوییدی و فنولی بسیاری 
بروز خواص  و  اکسیداتیو  آسیب‌های  کنترل  و  مهار  توان  که  است 
ضدسرطان و کنترل التهاب را دارد. همان‌طور که در مطالعة ما از این 

خاصیت استفاده شد )11(.
به  پژوهش‌ها،  پایة همین  بر  بعد  خلف‌اله و همکاران چندین سال 
بررسی اثر گیاه مورینگا‌ الیفرا بر لوسمی حاد و کارسینومای کبدی 
پرداختند. این مطالعه بر روی سلول‌های جمع‌آوری‌شده از بیماران 
مبتلا به لوسمی طی روش رنگ‌آمیزی MTT بررسی شد و درصد 
زنده ‌ماندن سلول‌ها تخمین زده شد. تأثیر عصارة گیاه بر میزان تزاید 
و درصد کشندگی سلولی در سرطان لنفوم میلوئیدی حاد نشان داد 
که گیاه مورینگا تا 77 درصد توان مهار آزادسازی رادیکال‌های آزاد 
مقادیر  تجمع  نتیجة  در  گیاه  آنتی‌اکسیدانی  بالای  ظرفیت  دارد.  را 

بالایی از ترکیبات فنولیک است )12(.
آبی  عصارة  اثر  بررسی  به   2013 سال  در  همکاران  و  برکوویچ 
و  پرداختند   NF-κB فاکتور هسته‌ای  بر روی  اولیفرا  مورینگا  برگ 
 متوجه شدند که مورینگا می‌تواند هم‌زمان با کاهش دادن سطح بیان 

سلول‌های  در  را  شیمی‌درمانی  داروهای  سلول‌کشی  اثر   ،NF-κB

سرطان پانکراس افزایش دهد )13(، که نتایج حاصل از تحقیقات ما 
با کار برکوویچ تا حدی همخوانی دارد. 

برگ،  عصارة  اثر   2015 سال  در  همکاران  و  الاسمری  همچنین 
ساقه و دانة گیاه مورینگا را بر مهار رشد سلول‌های سرطانی پستان 
بیان  میزان  که  بود  آن  از  حاکی  نتایج  کردند.  بررسی  کلورکتال  و 
پروتئین‌های آپوپتوزدهندة کاسپازها و ضد آپوپتوز BCL2 به‌وسیلة 
مانند  ضدسرطانی  ترکیبات  همچنین  می‌شود.  تنظیم  کورکومین 
لیکوپن باعث سرکوب مسیر پیام‌رسان PI3K/AKT در مسیر آپوپتوز 
برگ و  داده شد که عصارة  نشان  این تحقیق  سرطانی می‌شود. در 
MDA- سلولی  ردة  دو  بر  توجهی  قابل  اثرات  مورینگا  گیاه  ساقة 
MB-231 )سرطان ‌پستان( و HCT )سرطان کولون( دارد. عصارة گیاه 

مورینگا باعث افزایش قابل توجه میزان آپوپتوز با افزایش G2/M در 
کلورکتال می‌شود. پس می‌توان گفت  پستان و  سلول‌های سرطانی 
گیاه مورینگا توان افزایش فعالیت ژن‌های مخرب سلول‌های سرطانی 

را دارد )6(.
یونگ و همکاران در سال 2015 اثرات گیاه مورینگا را بر سرطان 
فاکتور  و  کاسپاز  بیان  و  فعالیت  بررسی  روش  با  انسان  کبد 
آپوپتوتیک،  سیگنال‌های  بررسی  با  کردند.  بررسی  رونوشت‌برداری 
تسهیل‌کنندة  فاکتور  فعال‌کنندة  یا  کاسپاز  فعالیت  القای  جمله  از 
بالایی  توان  الیفرا  مورینگا‌  گیاه  رونویسی، مشخص شد که عصارة 
تحقیقات  طی  دارد.  سرطانی  سلول‌های  سایتوتوکسیسیتة  ایجاد  در 
تجربی مشخص شد خوراندن عصارة گیاه مورینگا‌ الیفرا به بیماران 
مبتلا به سرطان کبد به‌طور چشمگیری )حدود50-44 درصد( باعث 
در  که  HePG2 می‌شود. همان‌طور  ردة  کاهش سلول‌های سرطانی 
تحقیقات ما نشان داده شد با مواجهة سلول‌ها با عصارة گیاه مورینگا 

میزان بیان ژن‌های سرطانی کاهش می‌یابد )7(.
 Abdu Rabu و همکاران نیز در سال 2012 اثر ریشة گیاه مورینگا 
را بر دو ردة سلولی HCT116 و Caco-2 از سرطان روده پرداختند. 
گیاه  این  مختلف  بخش‌های  در  مورینگا  گیاه  آنتی‌اکسیدانی  سطح 
به‌طور مشخصی متفاوت است. عصاره‌گیری از ریشة گیاه به‌وسیلة 
روش اتانولی انجام شد. نتایج نشان داد که ریشة گیاه مورینگا به‌طور 
قابل توجهی باعث سرکوب تزاید سلول‌های سرطان روده می‌شود. 
در   Caco-2 و   HCT116 سلول‌های  بر  مورینگا  سیتوتوکسیسیته 

ارزيابي اثرات عصارة گز روغني ...‌
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  ذوب است. ۀ) بیانگر نظم عمومی در نقطmelt curveنمودار منحنی ذوب ( -2 شکل

 ةمیکرومولار) عصار 80و  40، 20، 10 مختلفهاي عرض دوزپس از قرار گرفتن در م 3گیري سطح بیان ژن کاسپاز  این مطالعه با هدف اندازه

 ۀهمدر  3کاسپاز  ةآپوپتوزدهندسطح بیان ژن  مورینگا ةعصار ساعت قرار گرفتن در معرض 24مورینگا انجام شد. نتایج نشان داد که پس از 

میکرومولار پس از  20رینگا در دوز مو ةبراین، عصار علاوه ).>P 05/0( یافت افزایش کنترلنسبت به  میکرومولار 40در دوز  ویژه به ،تیمارها

 05/0کریستین افزایش یافت ( که نسبت به کنترل نزدیک به دو برابر گروه وین طوري ه، برا داشت دهنده آپوپتوز بیان ژنساعت بیشترین  48

P<( . میکرومولار  بیشتر از  40سپس در گروه و  شد مشاهدهکریستین  در گروه وین 3کاسپاز  ةبیشترین بیان ژن آپوپتوزدهند 72در ساعت

 ).3 شکل( بوددار امعن بقیه

 ةمیکرومولار عصار 40نسبت به گروه غلظت  داريامعن طور به ها ساعت ۀدر هممورینگا  ةمیکرومولار عصار 80در غلظت  3بیان ژن کاسپاز 

بیشتر و در ساعت  48و  24هاي  در ساعت کریستین وینبه  نسبتمیکرومولار  40اینکه غلظت  توجه . جالب)>P 0001/0( مورینگا کمتر بود

   ).3 شکل( )>P 0001/0کمتر بود ( 72

شکل 2- نمودار منحنی ذوب )melt curve( بیانگر نظم عمومی در نقطة 
ذوب است.
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شکل 3- مقایسة سنجش میزان بیان ژن کاسپاز TT 3. همان‌طور که مشاهده می‌شود گروه کنترل بدون مادة توکسیک از نظر میزان بیان کاسپاز3 کمترین و سایر 

 :20µ ،10: گروه 10 میکرومولµ .گروه‌ها، به‌ویژه وینکریستین بیشترین میزان بیان را در 24، 48 و 72 ساعت پس از آغشته شدن کشت سلول نشان می‌دهد
گروه 20 میکرومول، 40µ: گروه 40 میکرومول و 80µ: گروه 10 میکرومول هستند. 



 

34

ارزیابی  بررسی شد.   10 ،80  ،60  ،40 ،20  ،0 مختلف  غلظت‌های 
نتایج  شد.  بررسی   MTT رنگ‌آمیزی  با  سلول‌ها  بودن  زنده  میزان 
و  است  دوز  به  وابسته  به‌صورت  مورینگا  اثرات  که  می‌دهد  نشان 
هرچه دوز مورینگا در مواجهه با سلول‌ها بالاتر می‌رود، میزان اثرات 
باعث  مورینگا  کلی  به‌طور  می‌شود.  بیشتر  نیز  آن  سیتوتوکسیسیته 
تزاید سلول‌ها  مهار  آپوپتوز و  القای  با  افزایش خواص ضدسرطان 
بالاتر  به‌دلیل  مورینگا  گیاه  ریشة  با  ارتباط  در  اثرات  این  می‌شود. 
بودن مواد آنتی‌اکسیدان بیشتر است، ولی به‌طور کلی مورینگا با ایجاد 
تزاید سلول‌های سرطانی دارد.  آپوپتوز، نقش مهمی در مهار  روند 
این تحقیق نیز با مطالعة ما مبنی بر اثرات وابسته به دوز و غلظت 

گیاه مورینگا همخوانی دارد.
وانگ و همکاران در مطالعه‌ای در سال 2020 خواص آنتی‌اکسیدانی 
و  سر  سرطان  روی  بر  الیفرا  مورینگا‌  گیاه  عصارة  تزایدی  ضد  و 
گردن بررسی کردند. گیاه مورینگا به‌عنوان منبع غنی از فلاوونویید، 
مهمی  نقش  چرب  اسیدهای  و  اسیدآلکالویید  فنولیک  آنتوسیانین، 
در درمان و پیشگیری این بیماری‌ها دارد. در مطالعة وانگ خواص 
آنتی‌اکسیدانی گیاه مورینگا بعد از تهیة عصارة گیاه انجام و کار کشت 
سلول بر ردة سلولی HNC شروع شد. بررسی‌های انجام‌شده نشان 
داد که مورینگا باعث مهار رشد تزاید سلول‌های سرطانی در همان 
24 ساعت اولیه انکوباسیون سلول‌ها می‌شود و این اثرگذاری وابسته 
به زمان و دوز است. بنابراین می‌توان گفت گیاه مورینگا خاصیت 
دارد.  آپوپتوز  روند  ایجاد  با  قوی‌ای  تزایدی  ضد  و  آنتی‌اکسیدانی 
هرچه زمان و میزان مواجهة این سلول‌ها با عصارة گیاه بیشتر بود، 

اثرگذاری آن نیز بیشتر شد )14(. 
مشاهده  سرطانی  سلول‌های  رشد  مهار  روند  نیز  تحقیق حاضر  در 
شد، ولی نوع سلول‌ها و محیط کشت نیز بی‌اثر نیست. به همین دلیل 
اثرگذاری در دوز و زمان  بیشترین میزان  است که در تحقیقات ما 

متوسط بود. 
بر  را  مورینگا  گیاه  عصارة  اثر   2023 سال  در  همکاران  و  کومار 
روی سلول‌های دالتون لنفوما بررسی شدند. این بررسی 14 ترکیب 
بیولوژیک مختلف را نشان داد. این ترکیبات عبارت بودند از بتولین، 
الین،  دیول،  سدران  لوپیول،  اتر،  فنیل  بروموپروپیل  جیتوکسیژنین، 
بقای  میزان   ... و  اسید  پانتوتنیک  متیل  مونولینوگلسیرول،  لانوستا، 
سلول‌ها و اثرات سمی‌ آن با استفاده از روش MMT ارزیابی شد. 

بعد از انجام این تحقیق مشخص شد که بروز فعال شدن اکسیژن‌های 
آزاد در فرایند آپوپتوز نقش مهمی در بروز اثرات سمی و سرکوب 
غلظت‌اند.  به  وابسته  همگی  اثرات  این  که  دارد  توموری  فعالیت 
میلی‌لیتر  بر  میکرومول   450 غلظت  در  اثرگذاری  میزان  بالاترین 
مورینگا مشخص شد که این مطالعه نیز با مطالعة ما که اثر وابسته 

به دوز و زمان گیاه مورینگا را تأیید می‌کند، همخوانی دارد )15(.
کریشنامورتی و همکاران در سال 2015 به‌طور اختصاصی به بررسی 
ریه ردة  بر سرطان  گیاه مورینگا  برگ  خواص ضدسرطانی عصارة 
A549 پرداختند. بررسی مورفولوژی سلول‌های سرطانی تحت تیمار 

نشان داد، که غلظت‌های 125 و 62/5 میلی‌گرم بر لیتر از عصاره در 
اثرات  معنا‌داری روی سلول‌های سرطانی  به‌طور  ظرف 48 ساعت 
عصاره،  با  تیمار  تحت  سلول‌های  که  بدین‌صورت  دارد.  کشنده 
ارتباط و  از دست دادن  حالت چروکیدگی و کاهش حجم سلول، 
تعامل سلولی را نشان می‌دهند، که بیانگر تحت تأثیر سمی عصاره 
از بین رفتن آن‌هاست )16(. تحقیق حاضر  قرار گرفتن سلول‌ها و 
نتایج  ایجاد مرگ سلولی در مدت‌زمان 48 ساعت مشابه  از جهت 

تحقیق کریشنامورتی است.
Badhresha و همکاران در سال 2022 در پژوهشی به بررسی اثرات 

ضدسرطان برگ گیاه مورینگا بر سرطان ریه از طریق بروز آپوپتوز 
پرداختند. اثرات سمی‌ این گیاه در غلظت‌های 100 میکروگرم تا 500 
میکروگرم بررسی شد. تغییرات قابل توجه بعد از گذشت 24 ساعت 
داد  نشان  نتایج  گرفت.  قرار  مشاهده  مورد  سلول‌ها  انکوباسیون  از 
که اثرات سمی و کاهش بقای سلول‌ها وابسته به دوز و زمان است. 
بیشترین میزان اثرگذاری در دوزهای 400 و 500 میکروگرم گزارش 
شد. در دوزهای یادشده، شکل ظاهری سلول‌ها نیز با شکست دیوارة 
 BCL-2 و BAX سلولی و تغییرات هسته نیز مشخص شد. ژن‌های
در بررسی‌ها نیز تغییرات مشخصی را نشان دادند. این ژن‌ها نقش 
مهمی در بروز تغییرات آپوپتوزی دارند. با بالا رفتن دوز عصارة گیاه 
میزان بیان ژن نیز افزایش داشت. بنابراین می‌توان گفت عصارة برگ 
گیاه مورینگا‌ الیفرا نقش مهمی در سایتوتوکسیسیتی و القای فرایند 
آپوپتوز در سلول‌های ردة سرطانی دارد )17(. تحقیق حاضر از جهت 
ایجاد آپوپتوز سلولی و بررسی ژن‌های مربوط به آن ولی از نوع دیگر 

مشابه نتایج تحقیق Badhresha است.
 همچنین در سال‌های اخیر، مطالعة لای و همکاران در سال 2023 
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بر روی نانووزیکول‌های استخراج‌شده از گیاه مورینگا و اثربخشی 
آن بر سرطان پستان انجام شد. نانووزیکول‌ها در واقع ساختارهای 
مهمی  نقش  که  هستند،  گیاهی  سلول‌های  از  استخراج‌شده  غشایی 
در القای عملکردهای فیزیولوژیک و پاتولوژیک بر عهده دارند. در 
تحقیق لای از ریشة گیاه مورینگا استفاده شد. بعد از استخراج عصارة 
آن، به ردة سلولی سرطان پستان اضافه شد و انکوباسیون سلول‌ها در 
زمان‌های 24، 48 و 72 ساعت انجام شد. مطالعة لای نشان داد که 
هرچه زمان مجاورت سلول‌های سرطانی پستان با نانووزیکول‌های 
این سلول‌ها  میزان مرگ  باشد  بیشتر  آپوپتوزدهنده  ترکیبات  حاوی 
مثبت  تأثیر  بنابراین  می‌شود.  بیشتر  نیز  سلولی(  )سایتوکسیسیتة 
فعالیت  کاهش  بر  مورینگا  گیاه  از  استخراج‌شده  نانووزیکول‌های 
سلول‌های سرطانی توسط لای و همکاران مشاهده شد )81(. تحقیق 
حاضر از جهت ایجاد آپوپتوز سلولی مشابه نتایج تحقیق لای است.

نتیجه‌گیری کلی
گیاه  اتانولی  عصارة  با  تیمارشده  لنفوم  سلول‌های  در   IC50 دوز 
مورینگا‌ الیفرا در دوز 40 میکروگرم بر میلی‌لیتر حاصل شد. میزان 
کشندگی عصاره علیه سلول‌های لنفوم از دوز 20 میکروگرم به‌تدریج 
غلظت‌های  بین  زنده‌مانی  میزان  مقایسة  در  شد.  درصد   50 بالای 
اتانولی  عصارة  سیتوتوکسیسیتی  عملکرد  که  شد  مشخص  مختلف 
 80( دوز  حداکثر  نه  ولی  است،  غلظت  به  وابسته  مورینگا،  گیاه 
میکرومولار(، بلکه روی 40 میکرومولار بیشترین کشندگی را داشت. 
با توجه به آزمایش‌های انجام‌شده، عصارة گیاه مورینگا تأثیر بسزایی 
در کاهش رشد سلول‌های توموری داشت و این اثرگذاری در دوز 

40 میکرومولار و زمان کوتاه‌تر مشخص‌ بود.
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