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طالعــه باشــد. هــدف ايــن ماز نظر طب سنتي در ايران حــايز اهميــت مي (Aloysia citrodora) ليموگياه به :زمينه و هدف

ليمو بــر روي هباكتريايي، سميت سلولي و آپوپتوزي عصاره گياه بــ اكسيداني، ضدبررسي تركيبات شيميايي، اثرات آنتي
  باشد.رده سلولي سرطان كولون مي

انجــام  در دانشــگاه آزاد اســلامي واحــد تهــران شــرق ١٣٩٤اين مطالعه تجربي از فروردين تا شهريور  :روش بررسي
 Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)ليمو با استفاده از روش گرفت. تركيبات شيميايي عصاره گياه به

 ، ديســكDPPHترتيب از طريــق روش اكسيداني، ضــد باكتريــايي و ســميت ســلولي عصــاره بــهآناليز شد. اثرات آنتي
هاي آپوپتوزي ساخته شد. در نهايت، بيان ژن cDNAاستخراج شد و سپس  RNAتعيين شد. مولكول  MTTديفيوژن و 

Bax و Bcl2  با روشReal-Time PCR يتومتري مشخص شد.اارزيابي شد و القاي آپوپتوز توسط روش فلوس  
) و %٥٧/١٧( Spathulenol تركيب را نشان داد كه بيشترين ميزان مربوط به ٣٧آناليز فيتوشيميايي عصاره، تعداد  ها:يافته

Caryophyllene oxide )ــه داراي%١٥/١٥ ــورد مطالع ــين، عصــاره م ــود. همچن خاصــيت  50IC= ٠٣/٠٦/٠ mg/ml ) ب
 داشــت. م مثبــتو كمترين اثر را بــر روي گــر روي باكتري گرم منفير اكسيداني بود. اين عصاره بيشترين اثر را بآنتي

 ادند.د) نشان ٠٥/٠P( ٤٣/٠±٣٥/٠) و ٠٥/٠P( ٤٧/٣±٧٢/٠ميزان ترتيب بهبه Bcl2وكاهش بيان  Baxافزايش بيان ژن 
  .درصدي را نشان داد ٦٦/٣٨آپوپتوز  يتومتري ميزاناهمچنين، نتايج فلوس

تريايي اكسيدانتي، ضد باكعنوان گياهان بومي كشورمان پتانسيل آنتيليمو بهرسد كه عصاره گياه بهنظر ميبهگيري: نتيجه
  م شود.شود كه مطالعات بيشتر در مورد اهميت دارويي اين گياه انجاو ضد سرطاني بالايي دارد و پيشنهاد مي

  .يتومتريااكسيداني، سميت سلولي، آپوپتوز، فلوسليمو، اثرات آنتيگياه به :ديليك لماتك

 
يافته و دومين سرطان اولين علت مرگ و مير در كشورهاي توسعه  

تنوع و گستردگي  ١-٣.حال توسعه است علت مرگ در كشورهاي در
هاي متنوع يجاد روشهاي گذشته موجب اشيوع سرطان در طول سال

هاي فراوان در زمينه پيشگيري و درماني شده است اما با وجود تلاش
اي داشته و همچنان يك عامل درمان سرطان، اين بيماري رشد فزاينده

  ترين سرطان كولون يكي از رايج ٥و٤شود.كشنده جهاني محسوب مي

  
افراد در  رود كه سالانه باعث مرگ بسياري ازشمار ميها بهبدخيمي

شود و اين نوع سرطان در مردان پس از سرطان ريه كل جهان مي
هاي مختلف امروزه از روش ٦-٨ترين نوع سرطان است.عنوان شايعبه

درماني و اشعه درماني جهت درمان سرطان استفاده جراحي، شيمي
ها از بين شود ولي يكي از معايب و عوارض جانبي اين روشمي

باشد كه اين امر باعث شده است كه لم ميهاي سابردن سلول
هاي جديد درمان با كاهش عوارض به سمت روش گرانپژوهش

 هايپژوهش تازگيبههايي كه يكي از روش ١٠و٩جانبي پيش روند.

  مقدمه
   

 

  ١٧٦تا  ١٦٨هاي ، صفحه٣شماره  ،٧٤دوره ، ١٣٩٥خرداد ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل
 

  ١٠/٠٥/١٣٩٥آنلاين:      ٠٥/٠٥/١٣٩٥پذيرش:      ١٦/٠٣/١٣٩٥: ويرايش     ٢٦/١٢/١٣٩٤دريافت:          چكيده
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 ١٦٩          رده سلولي سرطان كولون رب ليمواكسيداني عصاره گياه بهاثرات آنتي                                     

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 
Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 June;74(3):168-76 

هاي ها انجام شده است، استفاده از گياهان و عصارهروي آن زيادي بر
عنوان يكي از منابع بهها براي درمان سرطان است. از ديرباز گياهان آن

تازگي بهدرمان مورد نظر بودند و از نظر پزشكي حايز اهميت بودند. 
گياهي هستند  يدر حال يافتن تركيبات دارويي با منشا گرانپژوهش

گياهان داراي تركيبات ثانويه  ١١- ١٣كه داراي اثرات جانبي نباشند.
سزايي ههستند كه در سازش آن با شرايط محيطي رشد خود نقش ب

دارند. همچنين مطالعات نشان داده است كه گياهان داراي تركيبات 
توان اين تركيبات دارويي فعالي هستند كه در شرايط آزمايشگاهي مي

عنوان دارو جهت مطالعات ضد سرطان مورد استفاده را استخراج و به
يكي از  Aloysia citrodora ليمو با نام علميگياه به ١٥و١٤قرار داد.

 ايران امروزه در شمال كشور باشد كهياهان بومي كشور ايران ميگ
در  Lippia جنساي نيز از هاي بوميگونه . علاوه برآن،گرددمي كشت

اين گياه  .وجود دارندنيز مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري كشورمان 
باشد و اين خانواده داراي مي (Verbenaceae)از خانواده شاهپسند 

اين گياه از نظر طب سنتي حايز اهميت بالايي  ١٦ت.گونه اس ٢٠٠
هاي گوارشي و تنفسي استفاده است و از ديرباز براي درمان بيماري

مالاريايي  هاي آن داراي خاصيت ضدشد. همچنين برخي از گونهمي
اي در زمينه بررسي تاكنون مطالعه ١٧- ١٩باشند.ويروسي مي و ضد

 .Aايي و بيولوژيك در گونه تركيبات شيميايي، اثرات بيوشيمي
citrodora  .با هدف بررسي تركيبات  پژوهش كنونيانجام نشده است

باكتريايي، سميت سلولي و  اكسيداني، ضدشيميايي، اثرات آنتي
ليمو بر روي رده سلولي سرطان كولون با آپوپتوزي عصاره گياه به

  گرديد.و فلوسايتومتري انجام  Real Time PCRهاي استفاده از روش
  

در دانشگاه آزاد  ١٣٩٤اين مطالعه تجربي از فروردين تا شهريور   
ليمو از مركز ذخاير اسلامي واحد تهران شرق انجام گرفت. گياه به

آوري شده پس از تميز زيستي ايران تهيه شد. مواد گياهي جمع
ديد و در شرايط نمودن، در سايه خشك شده و توسط آسياب پودر گر

از  ٤٠ g بهينه و مناسب نگهداري شد. براي تهيه عصاره اتانولي، ميزان
دقيقه جوشانده  ١٥مدت از اتانول اضافه نموده و به ١٠٠ ml گياه را به

آمده توسط كاغذ صافي فيلتر شده و وارد دستگاه دستهشد. عصاره ب
  جرمي ارنگ طيف به متصل كروماتوگرافي روتاري شد. آناليز گاز

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) عصاره هگزاني 
 ,.Agilent 6890 (Agilent Technologies Incبا دستگاه  ليموگياه به

Clara, CA, USA)  انجام گرفت. نوع ستونDB-5 طول ستون ،m ٣٠ 
بود و براي رديابي از سامانه پونيزاسيون  ٢٥/٠ mm و قطر داخلي

ريزي حرارتي ستون از استفاده شد. برنامه ٧٠ eVبا انرژي الكتروني 
در دقيقه انجام گرفت.  ٦ C با سرعت افزايش دماي ٢٥٠ C تا ٥٠

و سرعت جريان گاز  ١ µl و مقدار تزريق %٩٩/٩٩گاز حامل هليوم 
ml در دقيقه تنظيم شده بود. حجم ١٥ µl از عصاره گياه به دستگاه  ١

GC/MS آمده از دستگاه بر اساس دستهتايج بتزريق شد و سپس ن
انديس كواتس و مراجعه به فرهنگ طبيعي تركيبات طبيعي مورد 

  شناسايي قرار گرفت.
 Nationalهايبا استفاده از ديتابيس GC-MSهاي تفسير طيف

institute standard and technology (NIST)  الگو  ٦٢٠٠٠كه بيش از
هاي شناخته شده شناخته با طيفهاي جرمي نادارد، انجام شد. طيف

مقايسه شد. نام، وزن مولكولي و ساختار  NISTموجود در كتابخانه 
منظور بررسي اثرات تركيب مواد جداسازي شده تاييد شد. به

-DPPH (2,2ليمو، روش مهار راديكال آزاد اكسيداني عصاره گياه بهآنتي
diphenyl-1-picrylhydrazyl) هاي ه با غلظتانجام شد. محلول عصار

mg/ml ساخته شد و سپس عصاره با حجم  ٢، ٥/١، ٢٥/١، ١، ٢٥/٠
با  DPPH (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)برابر از محلول 

ها توسط مخلوط و پس از خواندن جذب محلول ١ mg/mlغلظت 
 Spectrophotometer, NanoDrop™ 2000اسپكتروفتومتردستگاه 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA)  درصد مهار
  فرمول زير محاسبه گرديد: بر اساس DPPHراديكال 

Inhibition (%)= [Ab-As/Ab]×100 ،Ab ،جذب شاهد :Asجذب نمونه :  
گيري هاله عدم رشد بر ميكروبي از طريق اندازه ميزان فعاليت ضد

 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442، 23857 هايروي باكتري
Bacillus subtilis ATCC  وEscherichia coli ATCC 25922 روش به

هاي استاندارد در محيط كشت مولر ديسك ديفيوژن با استفاده از ديسك
هاي مورد بررسي از بانك ميكروبي انستيتو هينتون آگار انجام شد. سويه

بيوتيكي است ديسك آنتي يادآوريپاستور ايران تهيه شد. لازم به 
  عنوان كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت.لين بهسيآمپي

از بانك سلولي  (HT29 cell line)رده سلولي سرطان كولون 
ها در محيط كشت پاستور ايران خريداري شد. ابتدا سلول انستيتو

  بررسيروش 
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RPMI1640 (Biosera, USA) ١ غني شده با% (v/v) سيلينپني- 
 (Fetal bovine serum, FBS)سرم جنين گاوي  %١٠استرپتومايسين و 

رطوبت قرار داده شدند.  %٥و  ٣٧ C كشت داده شدند و در دماي
ليمو از روش منظور بررسي اثرات كشندگي سلولي عصاره گياه بهبه

 Microculture Tetrazolium Test, MTT (Sigmaسنجي رنگ
Aldrich, Steinheim, Germany)  .٦/١٥، ٨/٧هاي غلظتاستفاده شد ،

ليمو ز عصاره گياه بها ١٠٠٠ mg/ml و ٥٠٠، ٢٥٠، ١٢٥، ٥/٦٢، ٢٥/٣١
ساعت بر روي رده سلولي سرطاني كولون  ٢٤در فاصله زماني 

(HT29)  .هاي از گذشت زمان فوق، محتواي چاهك پستيمار شد
اضافه شد و  MTTدقت خارج شد و به آن رنگ اي بهخانه ٩٦پليت 

نگه داشته  ٣٧ C مايو د %٥ 2COساعت تحت شرايط  چهارمدت به
هاي فورمازان توليد ، جداسازي شد و كريستالMTTشد. سپس رنگ 

هاي زنده در ايزوپروپانول حل گرديد. در نهايت شده توسط سلول
 ELISA readerگر الايزا خوانشها با استفاده از دستگاه جذب نمونه

(Organon Teknika, Boxtel, Belgium) در طول موج nm ٥٧٠ 
  شد و ميزان كشندگي سلول توسط فرمول زير محاسبه شد: خوانده

١٠٠ هاي تيمار جذب نوري سلول هاي كنترل/(جذب نوري سلول
  ميزان بقاي سلولي =شده)

نيز محاسبه شد. ميزان  (IC50)كشندگي  %٥٠همچنين ميزان دوز 
 Real Timeبا استفاده از روش  Bcl2و  Baxهاي آپوپتوزي بيان ژن

PCR د. در ابتدا كل سنجيده شRNA هاي تيمار شده و نشده با سلول
 RNA (Qiagen RNeasy Plus Mini Kit 50, USA)استفاده از كيت استخراج 

 آن استخراج شد و غلظت آن توسط دستگاه س دستوركاربر اسا
Nanophotometer (Implen GmbH, Munich, Germany) گيرياندازه 

fist strand  TMRevert Aidكيت مكمل با DNAهاي شد. ساخت مولكول
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Hanover, MD, USA)  گرفت انجام

، RNA ١ µg ،x٥بافر واكنش  ٥ µl كه در آن مخلوط واكنش حاوي
µl آغازگر شش نوكلئوتيدي تصادفي، ٥/٠ µl اليگو آغازگر ٥/٠ dT، 
µl مولار)ميلي ١٠( مخلوط داكسي نوكلئوتيد تري فسفات ٢، µl ١ 

آنزيم رونوشت بردار  ١ µl)، ٢٠ RNase )U/µlمهاركننده آنزيم 
) بود. برنامه ٢٠ µl (تا حجم نهايي معكوس و آب مقطر دو بار تقطير

دقيقه (براي اتصال  پنجمدت به ٢٥ C صورتزماني به -دمايي
مدت به ٧٠ cDNA،( Cدقيقه (ساخت  ٦٠مدت به ٤٢ C آغازگر)،

مدت به ٤ C ال شدن رونوشت بردار معكوس) و(غير فع دقيقه پنج

هاي هدف پرايمرهاي مورد استفاده براي ژن دقيقه انجام گرفت. پنج
Bax ،Bcl2 ژن  بوده وGAPDH عنوان كنترل داخلي مورد استفاده به

 Baxقرار گرفت. توالي آغازگرهاي جلويي و برگشتي ژن هدف 
 ، دمايجلويي 'TTGCTTCAGGGTTTCATCCAG-3-'5 صورتبه
C 5و  ٦٨'-AGCTTCTTGGTGGACGCATC-3' برگشتي، دماي 
C بود. توالي آغازگرهاي جلويي و برگشتي ژن هدف  ٣/٦٥Bcl2 
جلويي،  'TGTGGATGACTGAGTACCTGAACC -3-'5 صورتبه

 'CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAG-3-'5و  ٦٧ Cدماي 
صورت به GAPDHو براي ژن مرجع  ٣/٦٦ C برگشتي، دماي

5'-CGTCTGCCCTATCAACTTTCG-3' جلويي، دماي C و ٩/٦٦ 
5'-CGTTTCTCAGGCTCCCTCT-3'  ،دماي برگشتي C است. ٤/٦٣  

ها به براي درستي توالي آغازگرها و اطمينان از عدم اتصال آن
 BLASTهاي ديگر ژنوم، هاي غير اختصاصي در بخشتوالي

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)  شدند. در نهايت واكنش
Real-Time PCR با استفاده ازLight Cycler (Bioneer, Seongnam, 

Korea) با شرايط دمايي C دقيقه، يك: ٩٥ C ثانيه، ١٥ :٩٥ C ٦٠: 
منظور بررسي ميزان القاي آپوپتوز در به ثانيه انجام گرفت. ٦٠

ها با ليمو، اين سلولتيمار شده با عصاره به (HT29)هاي كولون سلول
 AnnexinV/propidium iodide (PI) (Apoptosisاستفاده از روش 

detection kit, Roch, Germany) يتومتري بر اساس او دستگاه فلوس
هاي سرطاني كولون مربوطه مورد مطالعه قرار گرفتند. سلول كاردستور

ساعت  ٢٤مدت عصاره به 50CIچاهك) با غلظت  سلول/ ١×٥١٠(
عنوان كنترل مورد هاي تيمار نشده كولون بهتيمار شده و سلول

آپوپتوز شده  هاي نكروز/استفاده قرار گرفتند. در نهايت ميزان سلول
  توسط دستگاه فلوسايتومتري مورد مطالعه قرار گرفتند.

بار تكرار انجام شد و  سهصورت هها بدر اين مطالعه تمامي تست
 ,SPSS software, version 20 (SPSS, Inc., Chicagoنتايج توسط 

IL, USA) صورت انحراف از معيار هآناليز گرديد. نتايج تجربي ب
±SEM  .٠٥/٠نشان داده شدP .معنادار در نظر گرفته شد 

  

 ٣٧ليمو تعداد عصاره هگزاني گياه به GC-MSكروماتوگرام  آناليز  
  دهنده وجود تركيبات فيتوشيميايي موجودپيك را نشان داد كه نشان

  هايافته
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  DPPHليمو با استفاده از روش اكسيداني عصاره گياه بهفعاليت آنتي :١ جدول
  (mg/ml)جذب در هر غلظت 

  50IC (mg/ml)  ٢  ٥/١  ٢٥/١  ١  ٢٥/٠  جذب  تركيب
    ٠٥٤/١±٠٣/٠  ٠٥٤/١±٠٣/٠  ٠٥٤/١±٠٣/٠  ٠٥٤/١±٠٣/٠  ٠٥٤/١±٠٣/٠  جذب كنترل  كنترل

  ٦٧٤/٠±٠٣/٠  ٢٨٨/٠±٠١/٠  ٤٦٨/٠±٠٢/٠  ٥٧٥/٠±٠٧/٠  ٦٦٩/٠±٠١/٠  ٩٤٧/٠±٠٢/٠  جذب نمونه  عصاره
    SA%  ٥٩/٥٥  ٧١/٤٥  ٤٤/٤٥  ٥٢/٣٦  ١٥/١٠    

  ٠٢/٠±٠١/٠  ٠٦٢/١±٠٣/٠  ٢٤١/٠±٠١/٠  ٤١٢/٠±٠٧/٠  ٦٠/٠±٠٥/٠  ٨١١/٠±٠٣/٠  جذب نمونه  Cويتامين 
    SA%  ١١/٩٤  ١٣/٧٧  ٩١/٦٠  ٠٧/٤٣  ٠٥/٢٣    

SA%: Scavenging Activity   
ليمو عليــه برخــي باكتريــايي عصــاره گيــاه بــه نتايج تست اثــر ضــد :٢ جدول
  هاي پاتوژنباكتري

  معيار)انحراف ±mmهاي پاتوژن (عليه باكتري اندازه مهار بر
  B. subtilis  E. coli  P. aeroginosa  (mg/mL)غلظت 

٠  ٠  ٠  ٠  
٨/٤±٢٨/٠  ٢/٤±٢٢/٠  ٥/٣±٨٩/٠  ١٠  
٤/٥±٧٢/٠  ٩/٤±٦٤/٠  ٥/٤±٧٢/٠  ٢٠  
٨/٩±٥٦/٠  ٣/٦±٣٨/٠  ٨/٥±٧٩/٠  ٣٠  
٧/١٣±٦٦/٠  ٤/١٠±٦٥/٠  ١/٧±٤٩/٠  ٤٠  

  ٦/١٥±٣٢/٠  ٣/١٥±٧١/٠  ٢/١٤±٩٨/٠  سيلينآمپي

  
 ٣٧، NISTكتابخانه هاي دادهها با باشد. با مقايسه طيفدر گياه مي

ي شده تركيب شيميايي شناسايي شد. از ميان تركيبات شناساي
Spathulenol )١٧%/٥٧( و Caryophyllene oxide )داراي ١٥%/١٥ (

  دهنده بودند.بيشترين درصد مواد تشكيل
ليمو نشان داد كه عصاره اكسيداني عصاره گياه بهاثرات آنتي نتايج

اكسيداني بود در اثر آنتي mg/mL 0.674±0.03 =50ICنظر داراي  مد
50IC =يك اسيد داراي صورتي كه نمونه استاندارد آسكورب

0.03±0.0001 mg/mL ١اكسيداني بود (جدول اثر آنتي.(  
باكتريايي بر روي  حاصل از سنجش ميزان اثرات ضد نتايج

 B. subtilis و E. coli، P. aeroginosaهاي باكتريايي شامل سويه
باكتريايي چشمگيري  نشان داد كه عصاره مورد نظر داراي اثرات ضد

روي ر ). همچنين اين عصاره بيشترين اثر را ب٢باشد (جدول مي

 داشت. B. subtilisو كمترين اثر را بر روي  P. aeroginosaباكتري 
از  مختلفهاي با غلظت (HT29)هاي سرطاني كولون سلول تيمار

ساعت انجام شد.  ٢٤طي مدت  MTTبا استفاده از تست عصاره 
، ٢٥/٣١، ٦/١٥، ٨/٧هاي هاي سرزان كولون با غلظتتيمار سلول

ساعت  ٢٤از عصاره طي مدت  ١٠٠٠ mg/ml و ٥٠٠، ٢٥٠، ١٢٥، ٥/٦٢
)، ٠٥/٠P( ٩١/٠٢٥/٩١ميزان ها بهترتيب سبب كاهش بقاي سلولبه

٩٨/٠٠٥/٠( ٧٥/٨٠P ،(٣/١٢٥/٣٠ )٠١/٠P و (١/١٢١ )٠٠١/٠P،( 
٨٢/٠٠٠١/٠( ٧٥/١٤P< ،(٦٩/٠٠٧/٩ )٠٠١/٠P ،(٧٥/٠٧٢/٦ 

)٠٠١/٠P ( ٦٣/٠و٠٢/٤ )٠٠١/٠P.درصد شد (  
نشان داده شده است. بنابراين نتايج نشان  ١نمودار اين نتايج در 

بيشترين مهار  ١٠٠٠ mg/ml ليمو در غلظتداد كه عصاره گياه به
در  .)٠٠١/٠Pدار بود (اتكثير سلولي را داشتند كه از لحاظ آماري معن

گروه كنترل  نسبت به ٦/١٥ mg/ml و ٨/٧هاي كه غلظتحالي
دار نبود اداري را نشان ندادند و از نظر آماري معنااختلاف معن

)٩٩/٠=P 50). همچنين ميزانIC  ساعت در  ٢٤براي عصاره در زمان
  محاسبه شد. ٧٨/٠١/٢٠ mg/ml رده سلولي سرطاني كولون،

هاي سرطاني در سلول Bcl2و  Baxهاي آپوپتوزي در بيان ژن تغيير
عصاره با استفاده از روش  50ICار شده با غلظت تيم )29HT(كولون 

Real-Time PCR ساعت ارزيابي شد. تكثير اختصاصي  ٢٤از  پس
قطعات ژني مورد نظر، عدم جفت شدن آغازگرها و عدم تكثير قطعات 
غير اختصاصي براي هر ژن با استفاده از منحني ذوب تعيين شد. 

مرجع در رده سلولي  ، به ژنBaxو  Bcl2هاي همچنين، نسبت بيان ژن
كاهش و  ٣٥/٤٣٠/٠ )>٠٥/٠Pميزان (سرطاني كولون تيمار شده به

)٠٥/٠P< (٧٢/٠٢٤افزايش طي  ٤٧/٣ ) ٢ نمودارساعت مشاهده شد.(  
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              و همكاران امير ميرزايي                      ١٧٢

  ١٧٦تا  ١٦٨ ،٣، شماره ٧٤، دوره ١٣٩٥ خردادي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي مختلف عصاره در برابر غلظت (HT29)كولون  هايدرصد بقاي سلول: ١ نمودار
هاي كنترل صورت درصد بقا در مقايسه با نمونهبهنتايج     ساعت ٢٤در مدت زمان ليمو به

  ).=n ٣ :٠٠١/٠P ***، >٠١/٠P **، ٠٥/٠P *( گزارش شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  نسبت به كنترل Bcl2و  Baxهاي ميزان بيان ژن :٢نمودار 
 ميزانبه ژن مرجع در رده سلولي سرطاني كولون تيمار شده به Baxو  Bcl2هاي نسبت بيان ژن

)٠٥/٠P< (٤٣/٠±٣٥/٠ ) ٠٥/٠كاهش وP< (ساعت مشاهده شد. ٢٤افزايش طي  ٤٧/٣±٧٢/٠  

  
  
  

  
  

  وي رده سلولي سرطان كولونر ليمو برنتايج آناليز فلوسايتومتري تاثير عصاره به: ٣نمودار 
(a) ه، نمونه كنترل تيمار نشد(b) نمونه تحت تيمار عصاره  

ها وارد هاي تحت تيمــار عصــاره ســلولچپ بالا: آپوپتوز اوليه، مربع سمت راست پايين: نكروز، مربع سمت راست بالا: آپوپتوز تاخيري. در نمونه هاي زنده، مربع سمتمربع سمت چپ پايين: سلول
    اند.ثانويه شده %٦٦/٣٨اوليه و  %٤٢/٦وپتوز اوليه آپ

هاي كولون تيمار تعيين ميزان آپوپتوز القا شده در سلول منظوربه
 FITC Annexin V/ PI ها با ليمو، اين سلولره بهشده با عصا

شده و توسط دستگاه فلوسايتومتري مطالعه شدند. در طي آميزيرنگ
فاز اوليه آپوپتوز، فسفاتيديل سرين به خارج از غشا سلولي منتقل 

به هسته سلول در  PIشود و رنگ رنگ مي Annexin Vشده و توسط 
نشان  ٣ نمودارلوسايتومتري در شود. نتايج فزمان نكروز متصل مي

بيانگر درصد  (Q1)داده شده است كه طي آن مربع سمت چپ بالا 
دهنده نشان (Q2)هاي آپوپتوز تاخيري، مربع بالا سمت راست سلول

طوري كه نتايج نشان باشد. همانهاي دچار آپوپتوز اوليه ميسلول
 اوليه وسمت آپوپتوز به %٤٢/٦ليمو سلول را دهد عصاره بهمي
  ).٣ نمودارسمت آپوپتوز تاخيري هدايت نموده است (به ٣٨%/٦٦
  

هاي اخير، دستيابي به ها در سالبه گسترش بيماري توجهبا   
طور چشمگيري افزايش يافته ها بههاي درمان و پيشگيري آنروش

  بحث
   

hr-٢٤  
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هاي طبيعي به فراورده دوبارهمختلف بازگشت  هايپژوهشاست. در 
كارگيري همانند محصولات دريايي و عصاره گياهان دارويي در كنار ب

تواند رويكرد موثري در درمان و كنترل از داروهاي سنتتيك مي
هاي باكتريايي و سرطان داشته پيشرفت طيف وسيعي از بيماري

   ٢٣و٢٢.باشد
طب  ليمو يكي از گياهاني است كه دراز آنجا كه عصاره گياه به

 هاي اخير توجه زيادي به آن شدهشده و در سالنتي استفاده ميس
هاي اي در خصوص ويژگياست و با توجه به اينكه تاكنون مقاله

ده اكسيدانتي، ضد باكتريايي و ضد سرطاني اين گونه مطرح نشآنتي
ها پرداختند. گان مقاله به بررسي اين ويژگيداست، نويسن
Shahhoseini دهنده اسانس وي تركيبات تشكيلو همكارانش، بر ر

ها نمطالعه كردند. نتايج آ GC-MSليمو با استفاده از روش گياه به
كه بيشترين  تركيب است ١٦- ٢٠نشان داد كه اسانس اين گياه داراي 

 Limonene) و ٢٨%/٣( Neral)، ٣٦%/٨( Geranialبه تركيب مربوط 
  ١٦) بود.%٢٧/٧(

اين جنس انجام شده است.  هاي ديگرمطالعاتي در زمينه گونه
Stashenko اي ديگر از تركيبات شيميايي اسانس گونه ،و همكارانش

 GC-MS را با روش Lippia origanoidesگياه خانواده شاهپسند يعني 
ها نشان داد كه آن مورد تجزيه و تحليل قرار دادند. نتايج مطالعه

نام تركيبات شيميايي اسانس اين گياه داراي سه گروه تركيب به
Alpha and beta-phellandrenes ،P-Cymene  وLimonene باشد مي

 ١٨توان از اين تركيبات در صنايع دارويي و غذايي استفاده كرد.و مي
گياه يك  هاييكي از دلايلي كه ممكن است تركيبات شيميايي عصاره

دليل نوع منطقه تواند بههايي باشند ميجنس و گونه داراي تفاوت
و همكارانش، اثرات  Ferrazجغرافيايي و محل رشد اين گياه باشد. 

را بر روي رده سلولي  Lippia gracilisسميت سلولي اسانس گياه 
ها نشان داد آن پژوهشمطالعه قرار دادند. نتايج مورد  HepG2كبدي 

ها تركيب اصلي است كه مهمترين آن ٣٥كه اسانس اين گياه داراي 
عنوان مهمترين عامل ضد بوده كه به ٥٥%با  (Thymol)تيمول 

ها نشان داد كه معرفي شد. مطالعه آن HepG2توموري رده سرطاني 
اي سرطاني شده و هاين عصاره باعث تغيير شكل ظاهري سلول

  ٢٠كند.فعال مي ٣آپوپتوز را از مسير كاسپاز 

Melo Jo  و همكارانش اثرات سميت سلولي اسانس گياهAloysia 
gracilis هاي دهانه رحم هاي سلولي سرطانروي ردهر را ب(Hela)، 

مورد بررسي  MTTبا تست  (MCF-7)و سرطان پستان  (B16) ملانوما
ها مهمترين تركيبات فيتوشيميايي گياه را نقرار دادند. در مطالعه آ

گزارش نمودند كه مهمترين عامل از بين  %٤٠با  (Thymol)تيمول 
جاي به پژوهش كنونيدر  ٢٢هاي سرطاني بوده است.برنده سلول

هاي پژوهشليمو استفاده شد كه در اسانس از عصاره اتانولي گياه به
تركيب  ٣٧ره اتانولي، عصا GC-MSگزارش نشده بود. آناليز  پيشين

و  Spathulenolاصلي را نشان داد كه بيشترين تركيب آن مربوط به 
Caryophyllene oxide سازي آپوپتوز بوده كه در ارتباط با نقش فعال
  است. HepG2در رده سلول سرطاني 

ها، نشان داد كه اثر كشندگي سلول پژوهش كنونينتايج همچنين 
محاسبه شده براي  50IC ه دارد. مقداربستگي به زمان و غلظت عصار

عليه رده سلولي سرطاني كولون نشان داده  ٧٨/٠١/٢٠ mg/ml آن
دهنده قدرت بالاي كشندگي اين عصاره دارد. همچنين شد كه نشان

اي ليمو تاكنون در مطالعهاكسيدانتي عصاره اتانولي گياه بهنقش آنتي
و  Mesa-Arango ديگري توسط پژوهشگزارش نشده است. در 

اي در جهت بررسي اثرات سميت سلولي عصاره گونه همكارانش
بر روي رده سلولي  Lippia albaنام ديگر از خانواده شاهپسند به

مورد مطالعه قرار دادند. نتايج اين  (Hela)رحم هلا سرطاني دهانه 
صورت وابسته به دوز توانايي مطالعه نشان داد كه عصاره اين گياه به

  ٢١هاي سرطاني دهانه رحم دارد.سميت بسيار بالاي براي سلول
 Aloysia citrodoraليمو اثرات عصاره گياه بهپژوهش كنوني در 

بيان ژن ضد و كاهش  Baxك پروآپوپتوتيدر افزايش بيان ژن 
هاي سرطاني كولون نشان داده شد كه در در سلول Bcl2آپوپتوزي 

 Bax/Bcl2گزارش نشده بود. بالا بردن نسبت  هاي پيشينپژوهش
ريزي شده سلولي از طريق هاي پيشرفت مرگ برنامهيكي از شاخصه

اثبات  هاي بيشتري لازم است تا بتوانبنابراين بررسي باشد.آپوپتوز مي
تواند مدركي براي ها مياين ژن mRNAآيا پروفايل بياني "كرد كه 

تر پاسخ سرطان به درمان گويي اختصاصي و دقيقنقش آن در پيش
   "باشد؟

علاوه بر اين، در بخش فلوسايتومتري، براي ارزيابي ميزان 
استفاده شد.  50ICآپوپتوز و نكروز القا شده توسط عصاره، از غلظت 

كلي، ظرفيت فلوسايتومتري براي آناليز سريع و منحصر به فرد طور هب
كند. آل ميتعداد زيادي سلول، آن را براي مطالعات مرگ سلولي ايده

دهنده آپوپتوز و كه نشان Annexin Vدر اين تست، از دو معرف 
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باشد، استفاده شد كه اين كه نمايانگر نكروز مي (PI)پروپيريوم يديد 
جايي فسفاتيديل سرين توز و نكروز را بر اساس جابهروش ميزان آپوپ

لايه داخلي غشاي پلاسمايي به لايه خارجي آن در فاز آپوپتوز 
ايج فلوسايتومتري تاثير عصاره نت پژوهش كنونيدر  ٢٦و٢٤باشد.مي
ليمو نشان داد كه اين عصاره توانايي القاي بيشتر آپوپتوز نسبت به به

 پيشينهاي يك از پژوهشارد كه در هيچد هاي كولوننكروز در سلول
هاي سال هايپژوهشگزارش نشده است. بايد توجه داشت كه بيشتر 

باشد كه بتواند آپوپتوز سرطاني مي اخير در جهت يافتن داروهاي ضد
هاي سرطاني القا كند تا بدون ايجاد التهاب در بافت را در سلول

هاي موثر درمان عليه تومور از بين رفته كه اين خود يكي از راه
  ٢٥و٢٣شود.سرطان محسوب مي

ليمو نشان داد كه ي گياه بهخاصيت ضد باكتريايي عصاره همچنين
و كمترين  P. aeroginosaروي باكتري گرم منفي ر بيشترين اثر را ب

دهنده دارد كه نشان B. subtilisاثر را بر روي باكتري گرم مثبت 
ي اين گياه ي قوي در عصارهوجود تركيب يا تركيبات ضد باكتر

باكتريايي و و همكارانش خواص ضد  Mothana باشد.مي
و نتايج  ليمو بومي كشور آلمان را مطالعه كردندگياه به اكسيدانيآنتي

اين مطالعه نشان داد كه عصاره اين گياه داراي تركيبات متفاوت از 
هاي گرم يگياه مورد مطالعه بوده و بيشترين تاثير را بر روي باكتر

و  Pinto ٢٧اكسيداني است.آنتي %٤٣مثبت دارد و داراي فعاليت 
را مورد  Aloysiaباكتريايي چندين گونه از  همكارانش خاصيت ضد

 .Aدادند. نتايج اين مطالعه نشان داد كه عصاره گياه  مطالعه قرار
origanoides باكتريايي بر عليه باكتري  داراي بيشترين خاصيت ضد

زاي كانديدا گرم مثبت استافيلوكوكوس اورئوس و مخمر بيماري
شود كه بنابراين پيشنهاد مي ٢٨آلبيكنس و كانديدا پاراپسيلوزيس دارد.

واص زيستي تركيبات شناسايي شده انجام مطالعات بيشتر در مورد خ
عنوان يك گيرد تا اهميت پزشكي اين گياه بيشتر مشخص شود و به

  سرطاني اميدبخش به مراكز دارويي پيشنهاد شود. تركيب ضد

ليمو داراي نشان داد كه عصاره گياه بهپژوهش كنوني نتايج 
ني تركيبات متنوعي است كه داراي خواص ضد باكتريايي، ضد سرطا

اكسيداني هستند. همچنين عصاره اين گياه بر روي رده سلولي و آنتي
  سرطان كولون خاصيت كشندگي چشمگيري دارد.

تحقيقاتي تحت  اين مطالعه حاصل بخشي از طرح :سپاسگزاري
هاي ليمو بر روي ردهمطالعه اثر سميت سلولي عصاره گياه به"عنوان 

 "Bcl-2و  Baxهاي ان ژنسلولي سرطاني كولون و نرمال و بررسي بي
در سال دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شرق (قيامدشت) مصوب 

با حمايت باشگاه پژوهشگران جوان كه باشد مي ٩٣٤٦٧ كد هب ١٣٩٣
  .جرا شده استا دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شرق (قيامدشت)
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Evaluation of chemical composition, antioxidant, antibacterial, cytotoxic and apoptotic effects of Aloysia citrodora extract on colon cancer cell line 
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 Background: Aloysia citrodora belongs to the Verbenaceae family of plants, a well-
known herbal medicine in Iran. The aim of the present study was to investigate the 
chemical composition, antioxidant, antibacterial, cytotoxic and apoptotic effect of A. 
citrodora extract against human colon cancer (HT29) cells by using real-time polymer-
ase chain reaction and flow-cytometry methods. 
Methods: This experimental study was carried out in Islamic Azad University, East 
Tehran Branch, from March to September of 2014. At first, the A. citrodora chemical 
constituents were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
technique. In addition, antioxidant assay, antibacterial and anti-cancer effect was per-
formed using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), disk diffusion and 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) methods, respectively. 
The half maximal inhibitory concentration (IC50) value was calculated. We extracted 
total RNA molecules by using RNX solution, after which cDNA was synthesized. 
Finally, the pro-apoptotic (Bax) and anti-apoptotic (Bcl2) gene expression was per-
formed by real-time polymerase chain reaction and apoptotic effects were analyzed 
using Flow-cytometry method. 
Results: GC-MS analysis of Aloysia citrodora extract was shown 37 major components 
and the most frequent component was belonged to Spathulenol (17.57%) and Caryo-
phyllene oxide (15.15%) The antioxidant activity of the extract was IC50= 0.6±0.03 
mg/ml. The maximum and minimum antibacterial effects of extract were belonged to 
gram-negative and gram-positive bacteria, respectively. Cytotoxic results revealed that 
the A.citrodora extract have IC50= 20.10.78 mg/ml against colon cancer (HT29) cell 
line and real-time polymerase chain reaction results showed the expression level of Bax 
and Bcl2 was increased and decreased respectively in colon cancer cell line (3.470±0.72 
(P< 0.05), 0.43±0.35 (P< 0.05)). In addition, the flow-cytometry results indicated the 
38.66% apoptosis in colon cancer cell line. 
Conclusion: According to the results, it seems that A. citrodora extract has potential 
antioxidant, antibacterial and anticancer effects and it suggested that further studies 
were performed for A. citrodora pharmaceutical importance. 
 
Keywords: Aloysia citrodora, antioxidant activity, apoptosis, cytotoxicity, flow-cytometry. 
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