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   :مقدمه
پوپتوز با ايجاد تعادل بين تكثير و مرگ سلولي      آ

هاي مسن و آسيب ديده سـبب حفـظ      و نيز حذف سلول   

هاي طبيعي بدن شده و مهار يا اختلال در          هموستاز بافت 

يندهاي تغيير شكل بدخيمي، پيشرفت سرطان      آآن در فر  

خـلاف نكـروز، آپوپتـوز       بر). 1-4(و متاستاز نقش دارد     

اي مجاور نشده و منجر بـه       ه در سلول سبب مرگ سلول    

ــافتي نمــي شــود    ــا آســيب ب ــاب ي ــرطان ). 5،6(الته از س

هـا بـوده و    امل مرگ و مير در ميـان انـسان  وبزرگترين ع 

 و بـا  چنـدان مـوثر نبـوده    امروزي آن اغلب هاي درمان

  ا درــراين بـــبناب. راه هستندــــنامطلوب هم جانبي اثرات

  
رشـد سـريع    و درمـان  بـه  مطلـوب  پاسـخ  نظرگيري عدم

بيماري تلاش براي تهيه داروهاي موثرتر با سميت كمتر          

  ). 7،8 (استضروري 

هـاي جالـب توجـه در     امروزه يكي از استراتژي   

درمان سرطان مداخلات دارويي است كـه بتوانـد سـبب           

هـاي بـدخيم شـوند     القاي مـرگ آپوپتوتيـك در سـلول    

تركيبـات گيــاهي بـا اثــرات بيولوژيـك مختلــف    ). 1،3(

انـد   در علم داروسازي نوين وارد شـده  وزي شده  جداسا

   ).9،10(هاي مختلف موثرند  ر درمان سرطانكه د

  انـــگياه) درمنه (اـــاي خانواده آرتميزيـــاعض

  :چكيده
اين تحقيـق  . است گزارش شده آرتميزيادر بررسي هاي قبلي تاثير ضد سرطاني گونه هاي مختلف        :زمينه و هدف  

هاي سـرطان معـده صـورت     بر سلول) Artemisia annua ( آنواآرتميزيا  مختلف با هدف بررسي تاثير عصاره هاي
  . گرفت

بـه   آنـوا  آرتميزيـا ي متانلي، اتيل استاتي، دي كلرومتاني و هگزاني هاعصاره   بنياديدر اين مطالعه : يبررسروش  
هاي فيبروبلاستي طبيعي    و سلول  (AGS)رده سلولي آدنوكارسينوماي معده     .  گيري مرحله اي تهيه شدند     عصارهروش  

(L929)  تـي   ام ساعت انكوبه شده و ميزان سميت سلولي توسط تـست            24ها به مدت    اره  عصهاي مختلف     با غلظت
. گـزارش شـد   )IC50(  درصـد 50 مهـاري  نتايج بصورت درصد مهار رشد سلولي و غلظـت  .بررسي شد (MTT)تي 

و پروپيـديم    Vروش رنگ آميزي بـا انكـسين        سرطاني  هاي   بمنظور ارزيابي القاي آپوپتوز و نكروز سلولي در سلول        
  .رفه جهت تجزيه و تحليل استفاده شد آزمون آماري آناليز واريانس يك ط از.استفاده شد (PI)يوداين آ

هاي سرطاني را توسط  مهار قوي و وابسته به غلظت تكثير سلولتي  تي  ام نتايج حاصل از تست:يافته ها
 ميكروگرم در 500برابر : IC 50(ي  متانلي بيشترين تاثير مهارعصاره. نشان داد  آنواآرتميزيا مختلف عصاره هاي

  .را داشت و بيش از سايرين سبب القاي آپوپتوز اوليه شد) ميلي ليتر
معده هاي سرطاني  سبب كاهش قابل توجه رشد سلول آنواآرتميزيا  جدا شده از عصاره هاي :نتيجه گيري

بنابراين . اي طبيعي داشتنده  با واسطه القاي آپوپتوز اوليه شدند و همزمان سميت كمتري بر سلولدتاًعم
  .ها و نيز تعيين مكانيسم تاثير آنها توصيه مي شودعصاره تخليص ماده موثره موجود در اين 

  
  .رده سلولي سرطان معده، سميت سلولي درمنه شيرين، ،آپوپتوز،  آنواآرتميزيا: واژه هاي كليدي
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مهمي در دنيا محسوب مي شوند و حاوي مواد  دارويي

 گونه هاي مختلفي دارد آرتميزيا. مؤثره مختلفي هستند

تاثير . ا بومي ايران مي باشندو بعضي از گونه هاي آن تنه

سميت سلولي بعضي از گونه هاي آرتميزيا بر بعضي از 

 عصاره. رده هاي سلولي سرطاني گزارش شده است

و تركيب ) Artemisia argyi( ايآرگه آرتميزيامتانولي 

موجود در آن تكثير ) Jaceosidin (فلاوني جاسئودين

 سرطاني هاي چندين رده سلولي توموري از جمله سلول

 آرتميزيا). 11،12(كند  را مهار مي(Hela)سرويكس 
  و تركيب يوپاتيلين)asiatica Artemisia (آسياتيكا

)Eupatilin (اي سبب القاي آن با مكانيسم شناخته شده

 هاي  و سلول(HL-60)هاي پروميلوسيتيك  آپوپتوز سلول

تاثير ). 13،14(ود ـــش مي(AGS)رطان معده ــــس

 ،)capillaries Artemisia ( كاپي لاريسرتميزياآكشندگي 

 آرتميزيا و )iwayomogi Artemisia (تميزيا ايوايوموگيرآ

 هاينيز بر رده سلول )princep Artemisia( پرينسپ

القاي ). 15،16،17(سرطاني مختلف گزارش شده است 

 )SMMC-7721(آپوپتوز در سلول هاي هپاتوكارسينوماي 

 ميكروگرم در ميلي ليتر از 100غلظت تيمار شده با 

 و Liتوسط  آنواآرتميزيا روغن ضروري جدا شده از 

 1000غلظت ). 18(نشان داده شده است همكاران 

 سبب آنواآرتميزيا ميكروگرم در ميلي ليتر عصاره اتانلي 

، )SMMC-7721 (هاي رده سرطان كبدمهار رشد سلول

ه  و معد)CaEs-17(، مري )LoVo و SW-116(كولون 

)BGC-823( آنجايي كه ميزان مهار  درصد شد و از 70 تا

ها در تيمار با عصاره آبي بسيار كمتر از  رشد اين سلول

عصاره اتانلي بود اين طور استنتاج شد كه تركيبات موثره 

 ينآرتميزين). 19( در عصاره اتانلي وجود دارند گياه عمدتاً

)Artemisinin( در شرايط  نيز  آنواآرتميزيا جدا شده از

اي سرطاني از جمله  هبرون تني كشندگي بالايي بر سلول

رده سلولي هپاتوكارسينوما داشته و از ايجاد سرطان پستان 

 DMBAماده سرطانزاي هاي تيمار شده با  در رات

)Dimethyl benz anthracene( كند جلوگيري مي)20.( 

 هايسلول الاريايي عليه ـــ علاوه بر تاثير ضد مآرتميزينين

له لوسمي و سرطان كولون نيز ـــختلف از جمسرطاني 

 مهمترين )Artesunate (آرتزونيت). 21(وثر است ـــم

 است كه بيشتر از آن محلول در آب آرتميزينمشتق 

در يك مطالعه . نيز داردبوده و تاثير ضد مالاريايي بيشتري 

ــمش لاوه  تاثير آنتي آنژيوژنيك داشته و عآرتزونيتاهده شد كه ــ

ــبر اث ــر ضــ ــد سرطانــ ــ    VEGFرگزايي د فاكتور ـــي، توليـ

)Vascular endothelial growth factor (هايرا نيز در سلول 

K562سبب القاي آپوپتوز آرتزونيت). 22(كند  مهار مي 

شود  اندوتليال جلدي انساني نيز ميهايسلولي در سلول

 يگري نيز ازيدهاي ديدها و فلاوونوييترپنو). 23(

  كه تاثير كشندگي آنها براند جدا شده  آنواآرتميزيا

 و  HT-29 ،A549 ،MC F-7 ،P-388هاي سرطاني  سلول

KB 24( نشان داده شده است.(  

ات انجـام شـده، زيـر    ـــ ـراين بر طبق مطالع ـــبناب

 اثرات ضـد سـرطاني دارنـد        آرتميزياگونه هاي مختلف    

يبـات ضـد سـرطاني       ها و ترك   عصارههمچنين  ). 17-11(

). 18-24( جداسـازي شـده انـد        آنـوا آرتميزيا  موثري از   

ــابنــابراين گيــاه   داوطلــب  آنــواآرتميزيــا بــويژه آرتميزي

مناسبي براي بررسي اثـرات ضـد تومـوري و جداسـازي           

با توجه به اينكه تاثير ضد سرطاني       . تركيبات موثره مي باشد   

 سـلولي  ي بر برخي رده هـا   آنواآرتميزيا  برخي عصاره هاي    

سـرطان معـده هنـوز بررسـي نـشده،          سلولي  از جمله رده    

 هاي متانلي، اتيل اسـتاتي،     عصارهبنابراين در اين تحقيق     

 تهيه شـد و تـاثير   آنواآرتميزيا  دي كلرومتاني و هگزاني     

هاي سرطان معده بررسي گرديد      كشندگي آنها بر سلول   

 مـوثرتر امكـان جداسـازي تركيبـات       عـصاره تا با يـافتن     

همچنين در ايـن  . ص جديدتر از اين گياه فراهم شود خال

مطالعــه بــا توجــه بــه اهميــت القــاي مــرگ آپوپتوتيــك  

هاي سرطاني تيمـار شـده بـا        سلولي، الگوي مرگ سلول   

 متانلي قطبي تـرين     عصاره.  ها نيز ارزيابي گرديد    عصاره

 بوده و حاوي تركيبات قطبي است و به ترتيب از         عصاره

ي، دي كلرومتـاني تـا هگزانـي         هـاي اتيـل اسـتات      عصاره

ميزان غير قطبي بودن بيـشتر مـي شـود بـه گونـه اي كـه                

هـر  . غيـر قطبـي اسـت     بيشتر از سـايرين       هگزاني عصاره

 با توجه به ميزان قطبيت حاوي تركيبات متفاوتي         عصاره

 هـاي  عـصاره با هدف تهيـه     حاضر  بنابراين تحقيق   . است
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و بررسـي تـاثير    آنواآرتميزيا  غير قطبي از    مختلف قطبي تا    

ــلول  ــر س ــا ب ــاي آنه ــده   ه ــرطاني مع ــي ) AGS(س و طبيع

(L929) عـصاره هـا بـا هـم و ارزيـابي         مقايسه تاثير ايـن      و

 سـرطاني توسـط آنهـا       هـاي  مكانيسم القـاي مـرگ سـلول      

  . صورت گرفت

  

  : بررسيروش

  :  آنوا آرتميزياعصاره هايتهيه 

از اسـلام    آنوا آرتميزياگياه  اندام هاي هوايي    

 شـهر آبـاد، اسـتان    - نزديـك مـراوه، جـاده تپـه     آبـاد  

. دخـشك شـدن   سـپس   جمـع آوري و     خراسان شمالي   

گياه پودر شده و  گرم از اندام هاي هوايي 100حدود 

سپس . گرديد ساعت در متانل خالص حل 24به مدت 

نمونه با استفاده از دستگاه پركولاتور عـصاره گيـري          

ه  درج ـ 50محلول عصاره گيـري شـده در دمـاي          . شد

سانتي گراد و تحت فشار كاهش يافته، تغليظ شـده و          

ابتـدا مقـدار كمـي آب بـه متانـل      . سپس خـشك شـد   

 درصـد بدسـت   95 متـانلي    - اضافه شد تا محلول آبي      

اين محلول به عصاره تغلـيظ شـده اضـافه شـد و            . آيد

 شـد  عـصاره گيـري  )  بار 3(سپس توسط حجم مساوي هگزان      

لايـه  . دست آيدتا عصاره حاوي تركيبات غير قطبي ب   

در آب  و سـپس    خـشك شـد     عـصاره   متانلي تبخير و    

ــصورت سوسپانــــسيون   ســــپس . درآورده شــــدبــ

بـه ترتيـب بـين حـلال هـاي دي           سوسپانسيون حاصله   

در هـر عـصاره   . كلرومتان و اتيل استات تفكيك شـد    

 درجـه سـانتي گـراد و تحـت فـشار كـاهش             50دماي  

ي عـصاره متـانل  . خشك شـد  سپس يافته تغليظ يافته و  

قطبي ترين عصاره بوده و حاوي تركيبات قطبي است  

و بـــه ترتيـــب از عـــصاره هـــاي اتيـــل اســـتاتي، دي 

كلرومتاني تا هگزاني ميزان غير قطبي بودن بيشتر مي         

 غير قطبـي    شود به گونه اي كه عصاره هگزاني كاملاً       

 ميـزان قطبيـت حـاوي    هـر عـصاره بـا توجـه بـه     . اسـت 

   . تركيبات متفاوتي است

 :و كشت سلولينگهداري 

  دهـــاي معــوكارسينومـهاي سرطاني آدن سلول

)AGS ( هـاي فيبروبلاسـتي طبيعـي     سـلول  و(L929) از 

 سلول. بانك سلولي انستيتو پاستور ايران خريداري شدند     

، DMEMهــاي حــاوي محــيط كــشت   هــا در فلاســك

 واحد در ميلـي     100،   درصد 10 سرم جنين گاوي  حاوي  

 كروگــرم در ميلــي ليتــر  مي 100 پنــي ســيلين و  ليتــر

ــسين در دمــاي    درجــه ســانتي گــراد در   37استرپتوماي

بــراي انجــام .  دار كــشت داده شــدندCO2 اتورـــــانكوب

ها   سلول درصد 70هاي مختلف زماني كه حداقل     تست

ــط      ــيدند توس ــافي رس ــد ك ــه رش ــشت ب ــك ك در فلاس

از  (EDTA) اتيلن دي آمين تترا استيك اسـيد   -تريپسين

 7بـه مـدت    rpm 1100شـده و بـا دور   ته فلاسـك جـدا   

 سـي سـي     1 رسـوب سـلولي در    . شـدند ژ دقيقه سـانتريفو  

محــيط كــشت بــه حالــت سوسپانــسيون درآورده شــده و 

سوسپانـسيون   هـاي موجـود در     درصد زنده بـودن سـلول     

سلولي با مخلوط شـدن نـسبت مـساوي از تريپـان بلـو بـا            

رصد هاي با د   از سلول . استفاده از هموسيتومتر تعيين شد    

هــا   درصــد بــراي انجــام تــست90زنــده بــودن بــالاتر از 

 . استفاده شد

 : هاي مختلف عصاره ها ها با غلظت تيمار سلول

 ميلي  10ابتدا غلظت اوليه    در اين مطالعه بنيادي،     

ــر از    ــي ليت ــرم در ميل ــصارهگ ــاع ــشت    ه ــيط ك در مح

DMEM  ،  واحد  100، درصد10 سرم جنين گاوي حاوي

 ميكروگـرم در ميلـي ليتـر    100 ين وپني سيل  در ميلي ليتر  

ميكـرون   2/0استرپتومايسين تهيه شد و بـا عبـور از فيلتـر        

 تـا  20 (هاي مختلـف عـصاره هـا      سپس غلظت . استريل شد 

در محـيط كـشت تهيـه    )  ميكروگرم در ميلـي ليتـر      2000

 خانـه   96 سلول در هر چاهك پليت       2×104تعداد  . ندشد

 اختـصاص  براي هر غلظت سه چاهـك ه و اي ريخته شد  

 عـصاره سه چاهـك نيـز بعنـوان كنتـرل بـدون            . داده شد 

كه تنها در محيط كشت ذكر شده كـشت         ) كنترل منفي (

ــه شـــد ــر گرفتـ ــد از . داده شـــدند درنظـ ــاعت 24بعـ  سـ

ها بصورت گروه هاي مختلف تـست       انكوباسيون، سلول 

 2000 تــا  20( هــا عــصارههــاي مختلــف   بــا غلظــت 

ســاعت در   24بــه مــدت  ) ميكروگــرم در ميلــي ليتــر  

.  درجه و محيط كشت مناسب تيمـار شـدند    37انكوباتور  
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هـاي   ، سـلول )كنترل منفـي  (رل  ـــكنتهاي   در گروه سلول  

ــاي ســرطاني و ســلول ــي ه ــا در محــيط )L929( طبيع  تنه

  ، درصد10 اويـــسرم جنين گاوي ـح، DMEMكشت 

رم ــ ـميكروگ 100 پنـي سـيلين و    واحد در ميلي ليتر   100

  .انكوبه شدند ومايسينـــرپت استلي ليترـدر مي

  

 :تي تي  امتعيين سميت سلولي با استفاده از تست

لي، اتيـل   تـان  م منظور بررسي تاثير عصاره هاي    ه  ب

 بـر رشـد   آنواآرتميزيا استاتي، دي كلرومتاني و هگزاني   

داده هاي سـرطاني و فيبروبلاسـتي كـشت          و تكثير سلول  

). 25(اسـتفاده شـد    تـي    تـي    امشده از روش رنـگ سـنجي        

اساس اين تست شكـستن نمـك تترازوليـوم توسـط آنـزيم             

 زنــده هـاي  سوكـسينات دهيــدروژناز ميتوكنـدريايي ســلول  

ــت ــازان    . اس ــاي فورم ــاد بلوره ــت ايج ــن فعالي ــه اي نتيج

ارغواني رنگ است كـه توسـط دي متيـل سولفوكـسايد           

تـر   ها فعـال  هر چه سلول  . به صورت محلول در مي آيند     

يـزان رنـگ ايجـاد شـده بيـشتر          و تعدادشان بيشتر باشد م    

 ميكروليتــر از 25 ســاعت انكوباسـيون،  24بعـد از  . اسـت 

 ميلـي  5از شـركت سـيگما بـا غلظـت       (تي   تيام  محلول  

به هر چاهك افزوده شـد و پليـت بـه           ) گرم در ميلي ليتر   

 درجه سانتي گـراد در      37 ساعت ديگر در دماي      3مدت  

ج سپس مايع رويي هر چاهـك خـار  . تاريكي انكوبه شد 

ــر  100شــده و  ــه ه ــل سولفوكــسايد ب ــر دي متي  ميكروليت

ــه    ــشكيل شــده در ت ــا بلورهــاي ت چاهــك اضــافه شــد ت

 10پليـت بـه مـدت       . ها بطور كامـل حـل شـوند        چاهك

ــرار داده شــده و ســپس جــذب    ــاق ق دقيقــه در دمــاي ات

نوري هر چاهك با استفاده از دسـتگاه خواننـده اليـزا در      

ــوج   ــول م ــل بلا 545ط ــانومتر در مقاب ــك ن ــل  (ن دي متي

نتايج حاصله بـصورت درصـد      . قرائت شد ) سولفوكسايد

مهـار رشـد    غلظتـي كـه سـبب        (IC50  و سلوليرشد  مهار  

ــلول ــزان  س ــا مي ــود%50ي ت ــت  ) ش ــي غلظ  از روي منحن

سـلولي  رشـد    درصـد مهـار      -) ميكروگرم در ميلي ليتـر    (

 درصد مهار رشد سـلولي از روي فرمـول          .گزارش شدند 

  :زير محاسبه گرديد

1-) تست نوريجذب جذب نوري( كنترل/   × 100 

  : بررسي آپوپتوز و نكروز سلولي توسط تكنيك فلوسايتومتري

ــده     ــا ش ــلولي الق ــرگ س ــوع م ــين ن ــور تعي بمنظ

هاي آدنوكارسينوماي معده    در سلول ) آپوپتوز و نكروز  (

  توسط تكنيك فلوسايتومتري از روش رنـگ آميـزي بـا          

  انكسين( سياناتفلئورسين ايزوتيو كونژوگه با    Vانكسين  

V FITC- (    و پروپيديوم آيوداين(PI))     سـاخت شـركت

abcam (ــوز،  . اســتفاده شــد ــه آپوپت در طــي مراحــل اولي

فسفوليپيد فسفاتيديل سرين غشاي پلاسمايي كه از سطح       

داخلي غشا به سمت خارجي حركت مي كند بـا افينيتـي    

 متصل مي شود كـه بـا   Vبسيار بالايي به پروتئين انكسين   

پروپيديوم .  كونژوگه شده است   FITCب فلورسنت   تركي

بـا اسـتفاده از ايـن    .  متصل مي شود DNA نيز به    آيوداين

هـاي سـرطاني بـصورت درصـد         روش نوع مرگ سـلول    

پــس نكــروز / آپوپتــوز اوليــه و درصــد آپوپتــوز ثانويــه 

، بـراي انجـام ايـن تـست    . مشخص مي شـود   آپوپتوتيك  

 خانــه اي 6 ســلول در هــر چاهــك پليــت 5×10 5تعــداد 

  چاهك ها كفريخته شده و با يك شب انكوبه شدن به          

 20( هـا    عـصاره هاي مختلف    سپس غلظت . متصل شدند 

بعـد از  . اضـافه گرديـد  )  ميكروگرم در ميلي ليتر2000تا  

ــلول 24 ــيون، س ــاعت انكوباس ــط    س ــسبيده توس ــاي چ ه

  اتــيلن دي آمــين تتــرا اســتيك اســيد-محلـول تريپــسين 

(EDTA) 1/0   چاهك ها جدا شده و همـراه  درصد از ته 

بافر فسفات  هاي شناور در محيط كشت چاهك با         سلول

ــافر كلــسيم  ســالين ) HEPES ،NaCl ،CaCl2(ســرد و ب

 دقيقـه در    5سـپس سـلولها بـه مـدت         . شستشو داده شدند  

تـگاه   PI و -V FITCتاريكي با انكسين      انكوبه شده و توسـط دس

 مـورد  (Becton Dickinson, FACS Calibur)فلوسايتومتري 

 -V FITCجمعيت سـلولي انكـسين      . بررسي قرار گرفتند  

هـاي  عنوان آپوپتـوز اوليـه، جمعيـت    ه  منفي بPIمثبت و  

انكـسين  و يـا   مثبت PI مثبت و  -V FITCسلولي انكسين   

V FITC- ــي و ــه   PI منف ــوز ثانوي ــوان آپوپت ــت بعن /  مثب

  . نكروز پس آپوپتوتيك در نظر گرفته شدند

  :يج حاصلهآناليز آماري نتا

منظور مقايسه ميانگين داده ها بين گروه هـاي       ه  ب

ــرل  نتــايج حاصــل از گــروه هــاي مختلــف تــست و كنت
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مختلف كنترل و تست با توجه به نرمال بودن با استفاده از آزمون      

 مـورد  (One-way Anova)آماري آناليز واريانس يك طرفـه  

  . تجزيه و تحليل قرار گرفت

  

  :يافته ها

  :  سلولي  بر سميت آنوا آرتميزياايعصاره هتاثير 

 هــاي متــانلي، اتيــل عــصارهبــراي  IC50مقــدار 

، 1259،  500استاتي، دي كلرومتاني و هگزاني به ترتيب        

  . به دست آمد ميكرو گرم در ميلي ليتر 2250 و 1167

 آنواآرتميزيا   متانلي   عصارهغلظت هاي مختلف    

ــد در  ــت ص ــا غلظ ــشنده  ت ــد ك ــرم در 2500ص    ميكروگ

هاي كنترل از نظر درصـد مهـار     لي ليتر نسبت به سلول    مي

  تفـاوت معنـي دار داشـت        معده هاي سرطاني  رشد سلول 

)01/0P<( .      سـرطان  هـاي  از نظر درصد مهار رشد سـلول 

نـسبت بـه هـم، تنهـا        هاي كنتـرل و       نسبت به سلول   معده

 اتيل اسـتاتي    عصارهگرم در ميلي ليتر      ميكرو 250غلظت  

 گروه كنترل تفـاوت معنـي داري         نسبت به   آنوا آرتميزيا

 ولي در غلظت هـاي بـالاتر از      ).>05/0P (كمتري داشت 

  تا غلظت صدعصاره ميكروگرم در ميلي ليتر از اين   250

 ميكروگـرم در ميلـي ليتـر تفـاوت     3000صد كـشنده     در

 3000 غلظــت كــشنده    نــسبت بــه معنــي دار بيــشتري 

 يزياآرتماني  ـ دي كلرومت  عصارهميكروگرم در ميلي ليتر     

 ميكروگـرم   250تنها غلظت   . )>01/0P ( مشاهده شد  آنوا

. ت معني داري با گروه كنتـرل نداشـت  در ميلي ليتر تفاو  

ــد    ــد در ص ــشنده ص ــت ك ــصارهغلظ ــي ع  4000 هگزان

 500 و   250گرم در ميلي ليتر بـود و غلظـت هـاي            ميكرو

ميكروگرم در ميلـي ليتـر آن نـسبت بـه گـروه كنتـرل و                

  .داري نداشتندتفاوت معني  نسبت به هم

از نظر مقايسه تاثير مهاري غلظـت هـاي يكـسان        

 هاي مختلف با يكديگر، در تمامي غلظـت هـاي          عصاره

 متـانلي و    عـصاره بررسي شده بيـشترين تـاثير مهـاري را          

هـاي    هگزانـي بـر سـلول      عصارهكمترين تاثير مهاري را     

 هـاي   عـصاره غلظت هاي يكـسان     . سرطاني معده داشت  

ــد اتيـــل اســـتاتي و دي ك   لرومتـــاني از نظـــر مهـــار رشـ

ه  تفاوت مختلفي با هم داشتند ب       سرطاني معده  هاي سلول

  رم درــ ميكروگ2500 و 250كه در غلظت هاي  طوري

  

   بر مهار رشد سلول هاي سرطان معده آرتميزيا آنواتاثير غلظت هاي مختلف عصاره هاي  :1شماره  نمودار 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

به مدت متانلي، اتيل استاتي، دي كلرومتاني و هگزاني همراه با غلظت هاي مختلف عصاره هاي         AGS  معده هاي سرطاني  سلول
    . تي ارزيابي شددرصد مهار رشد سلولي توسط تست ام تيسپس .  ساعت تيمار شدند24
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تـر بـود و در سـاير          اتيـل اسـتاتي قـوي      عصارهميلي ليتر   

 دي كلرومتاني با غلظت بـالاتري رشـد      عصارهغلظت ها   

 .)1نمــودار شــماره  (هــاي ســرطاني را مهــار كــرد سـلول 

 بعد (L929) طبيعيهاي فيبروبلاستي  درصد مهار رشد سلول

، 1000، 500، 250( ساعت تيمار با غلظت هاي مختلف 24از 

ــرم در 4000 و 3000، 2500، 2000، 1500 ــرو گ ــي  ميك  ميل

  .)2نمودار شماره  ( نشان داد آنواآرتميزيا متانلي عصاره) ليتر

 آرتميزيا آنوا متانلي   عصارهغلظت هاي مختلف    

و نسبت به هم از نظـر درصـد   هاي كنترل   نسبت به سلول  

تفـاوت معنـي دار     ) L929(مهار رشد سلول هاي طبيعـي       

 ميكروگـرم   500 و   250غلظـت هـاي     . )>01/0P (داشتند

 هيچ تاثير مهـاري  آرتميزيا آنوااتيل استاتي   يتر عصاره لدر ميلي   

  نداشـتند ولـي در     )L929(هـاي طبيعـي      ولـــ ـ سل بر رشد 

 ميكرو گرم در ميلي ليتر از ايـن    500 بالاتر از    غلظت هاي 

. )>01/0P (تفاوت مهاري معني دار مـشاهده شـد      عصاره

ــاني  عــصاره ــوادي كلرومت ــا آن ــت آرتميزي  250 در غلظ

ــر رشــد  گــرم در ميكرو ــاثير مهــاري ب   ميلــي ليتــر هــيچ ت

 ميكروگـرم   500 غلظت   . نداشت )L929(هاي طبيعي    سلول

 250در ميلي ليتر آن نسبت به گروه كنترل و نسبت به غلظت 

غلظت . لي ليتر تفاوت معني داري نداشتــــميكروگرم در مي

هگزانــي   ميكــرو گــرم در ميلــي ليتــر عــصاره500 و 250هـاـي 

ــآرتمي لـول    ـــهيچ تاثير مه   آنوازيا  ـ اـي طبيعـي     اري بر رشد س ه

)L929( ميكروگرم در ميلـي ليتـر آن نيـز    1000غلظت  .  نداشتند 

    .)>05/0P (نشان داد )L929(هاي طبيعي  تاثير مهاري بر سلول

بيــشترين درصــد مهــاري را غلظــت هــاي مختلــف 

هـاي طبيعـي     بـر رشـد سـلول    آنـوا آرتميزيـا   متـانلي    عصاره

)L929(ي درصــد مهــار رشــد در هــيچ يــك از  داشــتند ولــ

هـاي سـرطاني    غلظت ها بيشتر از درصد مهاري رشد سـلول        

متـانلي در    بالاترين درصـد كـشندگي را عـصاره       . معده نبود 

 ميكروگـرم در ميلــي ليتـر و كمتـرين درصــد    4000غلظـت  

هـاي اتيـل اسـتاتي، دي كلرومتـاني و           كشندگي را عـصاره   

ي ليتـر بـر رشـد        ميكروگـرم در ميل ـ    250هگزاني در غلظت    

هاي اتيل اسـتاتي   عصاره.  داشتند)L929(هاي طبيعي  سلول

 ميكروگـرم در ميلـي ليتـر و    500و هگزاني در غلظت هـاي       

هــاي طبيعــي  كمتــر از آن هــيچ تــاثير كــشندگي بــر ســلول

  هگزاني تاثير مهاري كمتري  با وجود اينكه عصاره. نداشتند

  

  )L929( طبيعي  بر مهار رشد سلول هايآرتميزيا آنواعصاره هاي تاثير غلظت هاي مختلف  :2 شماره نمودار
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 24به مدت  متانلي، اتيل استاتي، دي كلرومتاني و هگزانيهمراه با غلظت هاي مختلف عصاره هاي  )L929( طبيعي هاي سلول
نسبت به  >05/0P< ،*001/0P *          . تي ارزيابي شددرصد مهار رشد سلولي توسط تست ام تيسپس . ساعت تيمار شدند

.گروه كنترل
 ها بر سلول هاي سرطاني معـده داشـت      نسبت با ساير عصاره   

ولي تقريباً بطور همزمان كمترين مهار را نيز بـر سـلول هـاي         

  ).2نمودار شماره (داشت ) L929(طبيعي 

  

  : لقا شده بر الگوي مرگ سلولي اآنواآرتميزيا عصاره هايتاثير 

آپوپتوز و يا (بمنظور بررسي الگوي مرگ سلولي 

هاي آدنوكارسينوماي معده انساني  سلول در) نكروز

(AGS) ساعت انكوباسيون با غلظت 24 پس از IC50 

، از روش رنگ آميزي سلولي  آنواآرتميزيا عصاره هاي

 فلئورسين ايزوتيوسيانات كونژوگه با Vبا انكسين 

 استفاده (PI)پروپيديوم آيوداين و ) -V FITCانكسين (

 طبق نتايج حاصل از تكنيك فلوسايتومتري، درصد. شد

 )AGS( سرطاني معده هاي القاي آپوپتوز اوليه در سلول

 متانلي، اتيل استاتي، دي عصاره هايتيمار شده با 

هاي تيمار نشده كنترل  و سلولكلرومتاني و هگزاني 

درصد و ميزان  7 و 51 و 51، 50، 60به ترتيب منفي 

، 5به ترتيب نكروز پس آپوپتوتيك /آپوپتوز ثانويهالقاي 

  . بود درصد0 و 13،6،15

  

  :بحث

منظور يافتن تركيبـات گيـاهي ضـد سـرطاني          ه  ب

قوي و بي خطـر از ميـان گياهـان بـومي كـشور، در ايـن          

 رشـد   آنواآرتميزياجدا شده از    عصاره هاي تحقيق تاثير   

هــاي ســرطاني معــده  كــرده در ايــران بــر ســميت ســلول

(AGS)  طبيعيهاي فيبروبلاستي     و سلول (L929)  توسط 

يافته هاي حاصله نشان دادند   . بررسي شد تي   تي امتست  

متانلي، اتيل استاتي، دي كلـرو متـاني و          عصاره هاي كه  

و ه هـاي سـرطاني شـد    سـبب مهـار رشـد سـلول      هگزاني  

 )L929(هـاي طبيعـي    همزمان سميت كمتـري بـر سـلول     

هاي سـرطاني تيمـار      بررسي الگوي مرگ سلول   . داشتند

 بـويژه  عـصاره هـا    نيز نـشان داد كـه تمـام          عصارهشده با   

 متانلي سبب القاي آپوپتـوز اوليـه و نيـز آپوپتـوز              عصاره

هاي سرطاني مي شوند ولـي بطـور كلـي          ثانويه در سلول  

  .نقش آپوپتوز اوليه در مرگ سلولي بيشتر بود

 بـه ان هـا     سـرط  مطلـوب  پاسـخ  با توجه بـه عـدم     

تحقيـق در جهـت توليـد    آن،   سـريع پيـشرفت  و درمـان 

. ادامـه دارد يي بيـشتر و سـميت كمتـر    آداروهايي با كار  

 ي بـسيار بـا اثـرات بيولـوژيكي متنـوع          گيـاهي تركيبات  

 از داروهاي ضـد سـرطاني را در         بخشيوجود دارند كه    

از ايـن   ). 7،8(علم داروسـازي نـوين شـامل مـي شـوند            

 گياهـان دارويـي    آرتميزيـا ه گيـاه اعضاي خـانواد ميان،  

مهمي در سرتاسر دنيا محسوب مي شوند و تاثير سـميت    

 از گونـه هـاي آن بـر رده هـاي سـلولي            بـسياري سلولي  

اثرات بيولوژيك  ). 11-17(سرطاني گزارش شده است     

باز مـورد توجـه بـوده و امـروزه      نيز از دير  آنوا آرتميزيا

ز آن جدا شده و اثـرات بيولـوژيكي         تركيبات مختلفي ا  

 ميكروگـرم در    100غلظـت   . آنها مـشخص شـده اسـت      

 آنـوا آرتميزيـا  روغن ضروري جدا شـده از  ميلي ليتر از  

هـاي هپاتوكارسـينوماي     القاي آپوپتـوز در سـلول     سبب  

SMMC-7721 جـــدا شـــده از يننآرتميـــز). 18 (شـــد 

 نيز در شرايط برون تني كـشندگي بـالايي   آنواآرتميزيا  

ــر ســـلول  ــلولي     بـ ــه رده سـ ــاي ســـرطاني از جملـ هـ

اـد سـرطان پـستان در رات          اـي  هپاتوكارسينوما داشته و از ايج  ه

ــرطانزاي    ــاده س ــا م ــده ب ــار ش ــوگيري DMBAتيم    جل

 علاوه بر تاثير ضد مالاريـايي       آرتميزينين ).20(كند  مي

هـاي مختلـف از جملـه لوسـمي و سـرطان             عليه سرطان 

ــ).21(كولــون مــوثر اســت   مهمتــرين مــشتق ت آرتزوني

ين است كه بيشتر از آن محلـول در آب بـوده و        نآرتميز

در يـك مطالعـه     . تاثير ضد مالاريايي بيـشتري نيـز دارد       

 تاثير آنتي آنژيوژنيك داشته     آرتزونيتگزارش شد كه    

و علاوه بـر اثـر ضـد سـرطاني، توليـد فـاكتور رگزايـي         

VEGF    هاي    را نيز در سلولK562  22(كنـد    مهار مي .(

هـاي    سبب القاي آپوپتـوز سـلولي در سـلول         زونيتآرت

ترپنوئيدها و  ). 23(ندوتليال جلدي انساني نيز مي شود       آ
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 جدا شده اند    آنواآرتميزيا   يدهاي ديگري نيز از   يفلاونو

، HT-29هـاي ســرطاني   كـه تـاثير كـشندگي بـر سـلول     

A549  ،MCF-7  ،P-388   و KB   با توجه بـه  ). 24( دارند

اد هنوز هم اثرات دارويي گياه      اينكه با گذشت زمان زي    

 مورد توجه محققان قرار دارد و تركيبـات        آنواآرتميزيا  

مختلفي با خاصيت ضد سرطاني از آن جداسـازي شـده      

 هــاي عــصارهاسـت بنــابراين در ايـن تحقيــق نيــز تـاثير    

هـاي سـرطاني معـده       مختلف اين گياه بـر رشـد سـلول        

. ود بررسي بر آن صـورت نگرفتـه ب ـ        بررسي شد كه قبلاً   

 اتـانلي   عـصاره  ميكروگرم در ميلي ليتر از       1000غلظت  

هـاي رده سـرطان     سبب مهار رشـد سـلول      آنواآرتميزيا  

ــد ــون )SMMC-7721 (كب ، )LoVo و SW-116(، كول

 درصـد   70 را تا    )BGC-823( و معده    )CaEs-17(مري  

هـا در   شد و از آنجايي كه ميزان مهار رشـد ايـن سـلول      

كمتر بود اين طور استنتاج شد  آبي بسيار عصارهتيمار با  

 اتانلي وجـود دارنـد      عصارهكه تركيبات موثره گياه در      

ــا    ). 19( در مقايـسه نتــايج بدسـت آمــده در تحقيـق مــا ب

ــي   ــزارش قبل ــت  ) 19(گ ــسه اي، غلظ ــور مقاي  1000بط

متـانلي، اتيـل     هـاي    عـصاره ميكروگرم در ميلي ليتـر از       

كمتر از  ا آنوآرتميزياي استاتي، دي كلرومتاني و هگزان   

 ميكـرو گـرم در ميلـي    1000تاثير گزارش شده غلظـت    

 هـاي   سبب مهار رشد سلول    آنوا آرتميزياليتر عصاره اتانلي    

كـه محـدوده درصـد مهـار         ن جايي آاز  . سرطاني شدند 

 70 تـا  51هاي سرطاني در گزارش قبلي بين      رشد سلول 

 هاي متانلي بررسـي شـده در        عصارهدرصد بود بنابراين    

ما نيز در اين . تاثير مهاري قابل توجهي داشت    تحقيق ما   

تحقيق همانند گزارش قبلي به ايـن نتيجـه رسـيديم كـه         

ــا  محلــول در الكــل عــصاره ــواآرتميزي ــوثره  آن مــواد م

 هــاي اتيــل عــصارهبيــشتري دارد ولــي از آنجــايي كــه 

استاتي و دي كلرومتاني نيز كشندگي قابـل تـوجهي بـر     

 منجـر  تند و عمدتاً داش)AGS( معده هاي سرطاني  سلول

ــابراين   ــه القــاي مــرگ آپوپتوتيــك ســلولي شــدند، بن ب

 ها  عصارهجداسازي تركيبات غير قطبي موجود در اين        

  .نيز مي تواند تركيبات موثره جديدي را معرفي نمايد

ــاثير مهــاري غلظــت هــاي يكــسان   ــسه ت در مقاي

 هاي مختلف با يكديگر، بيشترين تاثير مهاري را          عصاره

 هاي ي و كمترين تاثير را عصاره هگزاني بر سلولعصاره متانل

 هـاي   عـصاره غلظت هاي يكـسان     . سرطاني معده داشت  

اتيل استاتي و دي كلرومتاني نيز تفاوت مختلفي داشـتند        

 ميكروگـرم در    2500 و   250كـه غلظـت هـاي        طوريه  ب

غلظت هاي بالاتر عصاره  اتيل استاتي و    عصارهميلي ليتر   

. نـد مهـار كرد هاي سرطاني را دي كلرومتاني رشد سلول  

 هـاي مـورد بررسـي در تمـام غلظـت هـا              عـصاره تمامي  

ــر رشــد ســلول  ــي  ســميت كمتــري ب  (L929)هــاي طبيع

 متانلي، دي كلرومتاني، اتيل     عصاره هاي اگرچه  . داشتند

مهـار   از نظر  آنواآرتميزيا  جدا شده از    استاتي و هگزاني    

ت  تفـاو )AGS(  معـده هاي سـرطاني   رشد و تكثير سلول   

 بـا القـاي     بـا يكـديگر داشـتند ولـي عمـدتاً         قابل توجهي   

هـاي سـرطاني معـده       آپوپتوز اوليه منجر به مرگ سـلول      

(AGS)     شـدند كــه بـا توجــه بـه اهميــت القـاي آپوپتــوز 

 هـا بـه عنـوان داوطلـب         عـصاره سلولي، اسـتفاده از ايـن       

مناسب براي بررسي هـاي بيـشتر و جداسـازي تركيبـات          

  . مي شودموثره در آنها پيشنهاد 

  

  :نتيجه گيري

 تاثير ضد    آنوا آرتميزيا جدا شده از     عصاره هاي 

 داشـتند  (AGS)هاي سرطان معده  سرطاني قوي بر سلول  

هـا   و بطور مطلوب آپوپتوز را تا حد بالايي در اين سلول     

هاي سرطاني  القا كرده و از اين طريق سبب مرگ سلول       

هـاي   همچنين همزمان سـميت كمتـري بـر سـلول       . شدند

 مولكـولي   دقيـق مكانيسم  بنابراين بررسي   . طبيعي داشتند 

 و بررسـي تـاثير آنهـا بـر       ها عصارهاين  تاثير آپوپتوتيك   

هـاي   بهبـود مـوش   هاي سـرطاني،     مهار رشد ساير سلول   

 مــوثره موجــود در ايــن تركيبــاتتومــوري، جداســازي 

ها و بررسي تاثير ضد سرطاني آنهـا و نيـز تعيـين              عصاره

يبات مـوثره خـالص جداسـازي شـده         تركمكانيسم تاثير   

  . توصيه مي شود
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Background and aim: Previous studies have shown an anti-tumoral effect 

for different species of Artemisia. This study was performed to evaluate the 

anti-tumural effects of different kinds of Artemisia annua extracts on gastric 

cancer cells.  

Methods: Methanol, ethylacetate, dichloromethane and hexan extracts of 

Artemisia annua were prepared by step to step procedure. Cultivated gastric 

cancer cell line (AGS) and normal fibroblast cells (L929) were incubated 

with different concentrations of extracts for 24 hours and cell growth 

inhibition was determined using MTT assay and results were reported as 

IC50 (concentration that caused 50 percent inhibition of cells growth). 

Annexin V and propidium iodide (PI) staining was used to evaluate the 

apoptosis and/or necrosis induction in cancer cells. One way ANOVA was 

used for analysis. 

Results: The results obtained from MTT assay showed a strong and dose-

dependent inhibition of cancer cell growth by different Artemisia annua 

extracts. The most cytotoxic effect was obtained by methanolic extract  

(IC 50: 500 µg/ml) and it caused apoptosis more than other extracts.   

Conclusion: Isolated extracts from Artemisia annua caused a significant 

decrease in gastric cancer cell growth mainly by induction of apoptosis and 
at the same time they had less toxicity on normal cells. Therefore, Isolation 

and purification of effective compound/s from this extracts and 

determination of their mechanisms of action is suggested.    
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