
  

 
 

رده سلول  ( برPterocarya fraxinifoliaبرگ گیاه لرَگ ) متانولی تام   عصاره یتسم اثربررسی  

 MCF-7 سرطانی
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 چکیده

یر اخاند. مطالعات های طبیعی بسیاری از گیاهان خواص ضد سرطانی نشان دادهزمینه و هدف: به طور کلی فراورده

باشد. در این تحقیق اثر سمیت سلولی نشان داد که گیاه لرگ دارای خواص آنتی توموری، ضد باکتری و ضد قارچ می

 مورد بررسی قرار گرفته است. MCF-7ی متانولی برگ درخت لرگ بر سلول سرطان سینه رده عصاره

ه لرگ با روش خیساندن، استخراج شد. سلول های ی تام متانولی برگ گیای تجربی عصارهمواد و روش ها: در این مطالعه

MCF-7  و سلول های نرمالHGF-1  در محیطRPMI 1640 بیوتیک کشت گردیدند. اثر حاوی سرم جنینی گاو و آنتی

 تعیین گردید. MTT، با استفاده از آزمون رنگ سنجی MCF-7های های مختلف از عصاره بر سلولسمیت سلولی غلظت

ی تام برگ درخت لرگ بر روی سلول نشان می دهد که عصاره MTTیافته ها: میزان بقای سلولی حاصل از تست 

و  1111های در اکثر غلظت ها دارای اثر سمیت سلولی بوده و بالاترین مهار آن در غلظت MCF-7سرطان سینه رده 

 میکرو گرم بر میلی لیتر است. 1211

رسد های سرطان سینه بوده، لذا به نظر میبرگ گیاه لرگ دارای اثر مهاری بر سلول ی متانولینتیجه گیری: عصاره

 توان از ترکیبات آن در درمان سرطان استفاده کرد.با تحقیقات بیشتر در آینده، می

 

 ، سایتوتوکسیک، سرطان سینه، عصاره ی متانولی، گیاه دارویی.MTTآزمون  :کلمات کلیدی

 

 مقدمه

ها مورد استفاده قرار  یماریدرمان ب یشان برا ییو خواص دارو یسلامت دیفوا لیبه دل یخیاز لحاظ تار اهانیگ

 یگزارش سازمان بهداشت جهان باشند. ییاز محصولات دارو یانواع یتوسعه یبرا یتوانند منابع قویگرفته اند و م

(WHOبر ا )از  یاریهستند و بس یسنت یاهداف درمان وابسته به داروها یجهان برا تیجمع شتریدارد که ب دیتأک نی

 یکیسندروم متابول نیدتریسرطان به عنوان شد .(Isbilen et al., 2018) اند ییدارو اهانیگ مرهون از در منشاء زیاعلاج ها ن

از  ی( در سراسر جهان ناشریاز کل مرگ و م 11% بایمرگ )تقر ونیلیم 6/7شود که حدود  یزده م نیمحسوب و تخم

 و نیدتریجد ییدر شناسا یامروزه علاقه مند. ابدی شینفر افزا ونیلیم 1/11به  2111رود تا سال  یآن است و انتظار م

ان به عنو ییدارو اهانیدرمان سرطان وجود دارد. گ یکمتر برا یبا عوارض جانب ییایمیش یممانعت کننده ها نیموثرتر

ننده ک یریگشیپ ییایمیش یبخش از جمله داروها دیام یهاکشف درمان یبرا نانیو قابل اطم تیاز منابع با اهم یکی

 Sahu et) بدست آمده اند یطب سنت یو بر مبنا اهانیاز گ ریاخ یدرمان یمیش یاز داروها 55% بای. تقرستسرطان ا

al., 2018) .ی لرگ با نام علمPterocarya fraxinifolia (Poir) spach لرگ"است. جنس  رانیدر شمال ا یبوم اهیگ کی" 

(Pterocarya Kunth ) از خانواده گردو(Juglandaceae) راسته سداب ،(Rutales)هاگلبرگیب یرده ری، ز (Dialypetales) 

داشتن  لیبرگ درخت لرگ، به دل یعصاره .(1135و همکاران،  یبتول)( است Dicotyledones) هایادو لپه یو رده

اسانس برگ را مونوترپن یعیطب باتیترک نیاست. همچن یداناکسییآنت تیفعال یدارا، دیاز فنول و فلاونوئ ییبالا زانیم

یکروبیضد م تیفعال یدارا اهیگ نیا ی. عصاره برگ(Ebrahimzadeh et al., 2009) دهندیم لتشکی هاترپن سزکویی و ها
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ها است و جوگلن استخراج شده از برگ،  سمیارگان کرویم هیعل یضد قارچ تیو فعال (Fathi et al., 2015) یقو

 . (Ebrahimi and Parvinzadeh Gashti, 2015)است  دیماوراء بنفش خورش یدر برابر پرتو ها یقو یحفاظت تیفعال یدارا

درخت  نای پوست و هااست که در برگ (hydroxy 1,4-naphthoquinone-5) نونینفتوکوئ بیترک کیجوگلن، 

در مطالعه حاضر اثر . Hadjmohammadi and Kamel, 2006) استی کروبیضد م تیفعال یدارا وجود دارد و

 های سرطان سینه بررسی شد.ی الکلی لرگ بر تکثیر سلولسایتوتوکسیک عصاره
 

 مواد و روش ها

ع در واقآماده سازی و تهیه عصاره گیاه: دراین مطالعه آزمایشگاهی، برگ گیاه لرگ از نواحی جنگلی شهرستان لنگرود 

گیری به روش خیساندن )ماسراسیون( ها در معرض هوا، عصارهاستان گیلان جمع آوری گردید. پس از خشک شدن برگ

سی سی  011گرم از پودر خشک گیاه را داخل بطری های در آبی ریخته و  21گیری ابتدا انجام پذیرفت. برای عصاره

 11حل شدن بهتر پودر گیاه با حلال، عمل سونیکاسیون به مدت بر روی آن ریخته شد. به منظور  111حلال متانول %

شیک  121درجه سانتیگراد و دور 25ساعت در دستگاه شیکر انکوباتور در دمای  20دقیقه انجام شد و سپس به مدت 

 محلول شد. بعد از گذشت این زمان مخلوط عصاره و الکل از کاغذ صافی فیلتر شد تا مواد جامد از مایع جدا شود و این

ند کمایع کم کم در چند نوبت در دستگاه تقطیر در خلاء دوار قرار داده شد. این دستگاه الکل را از محلول عصاره جدا می

و  ای دربستهی تام متانولی لرگ بود. این عصاره در ظرف شیشهی تغلیظ شده بعد از خشک شدن، همان عصارهو عصاره

، 511، 111، 111های ی رقتهای مختلف دارو استفاده شد. به منظور تهیهلظتی غدرون یخچال نگهداری و برای تهیه

 میکروگرم بر میلی لیتر آماده شد.  1211، 1111، 711

 : HGF-1و  MCF-7کشت سلول های 

، آنتی بیوتیک های پنی سیلین، FBS 11%همرا با  RPMI1640 رده های سلولی مورد بررسی، در محیط 

درصد دی اکسید کربن در  5درجه سانتیگراد و فشار  17و در دمای  Mm2گلوتامین  -، الIU/ml 111استرپتومایسین 

 کشت و پاساژ داده شدند تا سلول ها از لحاظ تعداد و مورفولوژی به حد مطلوب برسند.  2cm25فلاسک های با مساحت 

جدا  EDTA-توسط تریپسینی سلولی چسبیده به کف فلاسک پس از پوشیده شدن بستر فلاسک از سلول، لایه

سانتریفیوژ شد. سلول ها مجددا در محیط  rpm 1111دقیقه با دور  5شد و در لوله آزمایش استریل انتقال و به مدت 

در  cell/ml 011×7 کشت تازه معلق و شمارش و ارزیابی حیات سلول ها با استفاده از تست تریپان بلو انجام شد و تعداد

ساعت انکوبه شدند. سپس عصاره رقیق شد و  20مخصوص کشت سلولی انتقال و  به مدت خانه  36چاهک های پلیت 

میکرو گرم در میلی لیتر به چاهک ها اضافه شد. چاهک های  1211، 1111، 711، 511، 111، 111با غلظت های 

ت به عنوان حاوی سلول و بدون عصاره به عنوان شاهد یا گروه کنترل و چاهک های فاقد سلول و حاوی محیط کش

Blank  .در نظر گرفته شد 

ساعت که پلیت های مذکور در انکوباتور قرار گرفتند، خصوصیات ظاهری سلول ها از نظر میزان گرانولیتی و  20بعد از 

و اعداد  تکرار وجود داشت 1 شیبار تکرار شد و در هر آزما 1 شیآزما با استفاده از دوربین دیجیتال ثبت گردید. این

 بدست آمده، میانگین داده ها در مهار رشد سلول ها  برای سه بار تکرار مستقل می باشد.

 :  MTTتست 

دی فنیل تترازولیوم بروماید( تعیین  -)دی متیل تیازول MTTمیزان حیات سلولی توسط آزمون رنگ سنجی 

زرد رنگ به وسیله آنزیم دهیدروژناز سلول های زنده شکسته و احیا می شود و به ترکیب نامحلول فورمازان    MTTگردید.

  نانومتر قابل اندازه گیری است. 571در طول موج  DMSOتبدیل می شود. میزان جذب این ترکیب پس از حل شدن در 

خانه اضافه شد و به  36ر چاهک از پلیت میکرولیتر رنگ به ه 11میکرولیتر از محیط کشت،  111به ازای هر 

اضافه شد. بعد  DMSOمیکرولیتر  111ساعت انکوبه گردید. بعد محیط رویی سلول ها خالی شد و به هر چاهک  0مدت 
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های تحت نانومتر توسط دستگاه الایزاریدر قرائت شد. درصد حیات سلول 571دقیقه جذب نوری در طول موج  11از 

 ای دریافت نکرده بودند با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد:هایی که عصارهسلولعصاره نسبت به  اثر

  %OD=
𝑶𝑫بلانک−𝑶𝑫 چاهک های تحت تاثیر عصاره

𝑶𝑫بلانک−𝑶𝑫کنترل
× 100 

بلانک، جذب  ODو فاقد عصاره گیاه است.  MTTی حاوی سلول و کنترل، جذب نوری چاهک ها ODدر فرمول فوق 

 است.  DMSOو  MTTهای بدون سلول و تنها محیط کشت و نوری چاهک

 آنالیز آماری:

 Pآنالیز شدند و میانگین ها تحت آزمون توکی مورد مقایسه قرار گرفتند. مقدار   SASداده ها از طریق نرم افزار

 برای تعیین سطح معنی دار بودن در نظر گرفته شد. 11/1کم تر از 
 

 نتایج 

ی متانولی برگ درخت لرگ باعث ایجاد تغییرات در های سرطانی نشان می دهد که عصارهنتایج مورفولوژی سلول

یگر ها به سطح پلیت و به یکدها و تغییر چسبندگی سلولی سلولی، کاهش سطح سلولی و مهار رشد سلولشکل دیواره

ی یانگر مرگ برنامه ریزی شده(؛ که ب2و  1های فاقد عصاره )کنترل( ایجاد کرده است )شکل های در مقایسه با سلول

 های سرطانی تیمار شده می باشد. این تغییرات با افزایش غلظت عصاره افزایش یافت.سلول آپاپتوز در سلول

 

          
 

 

 

کاهش و میزان سمیت سلولی آن در هر دو لاین  MTTحاصل از تست  (OD)با بالا بردن غلظت دارو جذب نوری 

 است.   (MCF-7)های سرطانکمتر از سلول (HGF-1)سالم و سرطانی افزایش می یابد ولی تاثیر آن بر سلول های نرمال 

 ی گیاه و درصد کشندگی قابل مشاهده است. ی عصارههای اعمال شدهارتباط غلظت 1در نمودار 

تحت  MCF-7ی مورفولوژی سلول های سرطانی رده -2شکل

 ساعت 20پس از  تاثیر عصاره ی گیاه لرگ

فاقد  MCF-7ی سرطانی ردهمورفولوژی سلول های  -1شکل

 ساعت 20پس از عصاره ی گیاه لرگ 
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 .ساعت 20بعد از  HGF-1و MCF-7اثر سایتوتوکسیک عصاره ی متانولی گیاه لرگ روی سلول های  -1نمودار شماره 

  

ها با افزایش غلظت عصاره مورد نظر افزایش طور که در نمودار مذکور مشخص است روند کشندگی سلولهمان

 میابد. 

های سرطان کشته شدند و درصد از سلول 20ساعت حدود  20میکرو گرم بر میلی لیتر پس از  111بطوریکه در غلظت 

درصد  33ی سرطان تقریبا های کشته شدهساعت، درصد سلول 20میکرو گرم بر میلی لیتر پس از  1211در غلظت 

عصاره برگ درخت لرگ  50IC ین نتایج نشان میدهد میزان کشندگی به غلظت عصاره بستگی دارد. مقداربوده است. ا

میکروگرم بر میلی لیتر محاسبه گردید. براساس  GraphPad Prism 8 ،1/052برنامه  از طریق ،MCF-7 ی سلولیبرای رده

اند. بین تیمارهای داری نشان دادهتغییرات معنی، داده های بدست آمده در تمامی سطوح مورد آزمایش 1جدول شماره 

 تفاوت معنی دار داشتند. **P≤0.01مختلف و همچنین اثر متقابل لاین سلولی و تیمارها در سطح 
 

 HGF-1و  MCF-7جدول تجزیه واریانس اثر غلظت های مختلف عصاره گیاه لرگ بر مهار رشد سلول های  -1جدول

 DF SS MS F-Value (sov)منابع تغییرات

A )لاین های سلولی(    1 54.78859 54.78859 3.19ns 

B )480.18 8251.02867 49506.17200 6 )تیمارهای عصاره** 

A×B )3.98 68.36767 410.20602 6 )اثر متقابل لاین در تیمار** 

ns  را نشان می دهد . 11/1عدم معنی داری و ** معنی داری در سطح 

 بحث

از  ارییدارد، که تعداد بس یاهانفعال در گ یعیطب یباتترک یاز جستجو برا یطولان ییشینهپ یکداروها  یتوسعه

 منبع یعیشدند. محصولات طب یها استفاده مها و عفونتیماریاز ب یاگسترده یفدرمان ط یبرا یآنها در طب سنت

 دارند.  یعیمنشاء طب یشونداده مکه در درمان سرطان استف ییداروها 61از % یشکشف داروها هستند و ب یبرا یبزرگ

 Gallego) کرده است یجادا یماریب ینا یهعل یدفعال جد یباتترک یافتن یسرطان علاقه را برا یوعش یشافزا یرااخ

et al., 2017).  های ر سلولی گیاهان بنتایج این تحقیق انطباق خوبی با نتایج سایر محققین برای بررسی اثر سمیت عصاره

و فراکشن  یآب ی،متانول ی،اتانول یعصاره (Abedigheshlaghi et al., 2014)و همکاران  یقشلاق یعابدسرطانی داشت، 
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 سرطان خون یهاسلول یتوتوکسیک،اثر س یابیو سپس به منظور ارز ندلرگ را به روش سوکسله گرفت یاهگ یبوتانول-ان

(K562) 011 یال 5/12ی هابا غلظت μg/ml تست یقاز طر یاهگ ینا یعصاره یتشدند و سم تیمار MTT شد.  یابیارز 

را در  یتسم اثر ینکمتر یبوتانول_ان یفراکشن یو عصاره  یتاثر سم ینبالاتر یاتانول ینشان داد که عصاره یجنتا

تند گرف یجهنت یتنشان دادند. و در نها یسرطان یهاسلول یوابسته به دز را رو یتها سمعصاره ینها داشت. اعصاره یانم

وانند ت یدرمان سرطان خون م یلیمطالعات تکم یبرا یدکاند یکبه عنوان  یاهگ ینا یهابرگ یو الکل یآب یکه عصاره

ساقه و برگ  یمتانول یعصاره  یضد سرطان یتخاص (Gallego et al., 2017) در مطالعات گالکو و همکاران. بکار روند

-MCF) ینهو س (HeLa) ، گردن رحم(Hep-G2)کبد  یهاسرطان یسلول یهاینلا یبر رو .Coryllus avellana L یاهگ

در  شتریبرگ نسبت به ساقه منجر به کاهش ب انولیمت یکه عصاره یدندرس یجهنت ینقرار گرفت و به ا یمورد بررس ( 7

 ییاو شناس یبرگ منجر به خالص ساز یمتانول یعصاره ییهتجز ینداشت، همچن یخطوط سلول سرطان یتمام یزنده مان

آلام و همکاران  کاهش دادند. MCF-7از  یشتررا ب  HeLaو  Hep-G2 یسرطان یهاسلول یشد که زنده مان یبدو ترک

(Alam, et al., 2017) اهیگ یهاپوست درخت و برگ یوه،خام از م یهاینو ساپون یمتانول یعصاره یتاثر سم یقیدر تحق 

.Zanthoxylum armatum DC  روده بزرگ یسرطان یهاسلول یبر رو (Caco-2) ینهو س (MCF-7, MDA-MB-468 ) با

 یترل یلیبر م یکروگرمم 211 یهاعصاره در غلظت ینا یتدال بر اثر سم یجکردند و نتا یبررس  MTTاستفاده از تست 

 .ه استاپتوز در آنها بودآپ یهایزمو اثر بر مکان یسرطان یهاو بالاتر بر سلول

 

 نتیجه گیری

های سرطانی بر روی سلول Pterocarya fraxinifoliaی متانولی برگ گیاه در این مطالعه مشخص گردید عصاره      

های سرطانی می شود به طوریکه بالاترین درصد مهار در اثر سمیت داشته و سبب مهار رشد سلول (MCF-7)سینه 

میکرو گرم برمیلی لیتر مشاهده گردید. این تحقیق مقدمه ای برای رسیدن به کاربرد این  1211و  1111غلظت های 

ای هگیاه در مهار رشد سلول های سرطانی است و مطالعات و تحقیقات بیشتر برای تائید تاثیرات این گیاه بر سلول

 سرطانی نیاز است.
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Abstract 
Background and Objectives: In general, natural products of many plants have shown anticancer 

properties. Recent studies have shown that the floral herb has anti-tumor, anti-bacterial and antifungal 

properties. In this study, the effect of cytotoxicity of methanolic extract of Pterocarya fraxinifolia Caucasian 

wingnut leaves on MCF-7 breast cancer cells has been investigated. Materials and Methods: In this 

laboratory study, whole methanolic extract of Pterocarya fraxinifolia leaves was prepared by using 

maceration method. MCF-7 cells and normal HGF-1 cells were cultured in RPMI 1640 medium containing 

embryonic serum and antibiotics. The effect of cytotoxicity of various concentrations of extract on MCF-7 

cells was determined using MTT colorimetric assay. Results: The cell survival rate obtained from the MTT 

assay showed that the whole leaf extract of Pterocarya fraxinifolia leaves on the MCF-7 breast cancer cell 

has a cytotoxic effect at most concentrations and has the highest inhibitory effect at concentrations of 1000 

and 1200 Micrograms per ml. Conclusion: Methanolic extracts of Pterocarya fraxinifolia leaves have an 

inhibitory effect on breast cancer cells. Therefore, it seems that with further research in the future, its 

compounds can be used to treat cancer. 
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