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دهیچک
سرطان کولون يهاسلولریبر تکث) Citrullus Colocynthisمطالعه اثر عصاره هندوانه ابوجهل (نیدر ا
سرطان يهاسلول. گردیدیابیارزBaxو 3شامل کاسپاز يآپوپتوزيفاکتورهاانیبزانیشد. سپس میبررس

مدت ه بترولوسی) عصاره ستریکرولیم/کروگرمی(م30تا 2مختلف يها) با غلظتHT29(یکولون انسان
شد. يریگاندازهMTTه از روش با استفادهاسلوليشدند. سپس درصد بقاماریساعت ت72و 48، 24
با استفاده از جینتاتی. درنهاگردیدیبررسreal-time PCRبا روش Baxو 3کاسپاز يهاژنانیبتینهادر
2و 1(نییپاهاي نشان داد در غلظتترولوسیبا عصاره سهاسلولماریشد. تزیآنالSPSSافزار نرم

72و 48، 24(ماریمدت زمان تنیدر بهاسلولمرگ زانیمدريدارا) تفاوت معنتریکرولیم/کروگرمیم
مرگ زانیدر ميدارابالاتر تفاوت معنهاي است که در غلظتیدر حالنی). اP<0,05ساعت) وجود دارد (

يبرابر1,67دار امعنشیسبب افزاترولوسیعصاره سبیمشاهده نشد. ترکماریمدت زمان تنیدر بها سلول
داد شیرا افزا3ژن کاسپاز انیبمعناداري به طور ترولوسیعلاوه عصاره سه ). بp<0,01شد (Baxژن انیب
و 3و کاسپاز Baxيهاژنانیبشیبا افزاترولوسیعصاره سی). اثرات ضد سرطانp<0,01برابر) (75,1(

. شودمیسرطان کولون اعمال يهاسلولدر یشده سلوليزیرمرگ برنامهيالقاجهینتدر
.، سرطان کولون3، کاسپاز Bax)، ترولوسیعصاره هندوانه ابوجهل (سکلیدي:انواژگ
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مهدمق
یی به هاسلولخیم و از کولورکتال از تومورهاي کوچک غیر خوشهاي ر سرطانبیشت

توانند ها میگذشت زمان برخی از این پولیپشوند. باهاي آدنوماتوز آغاز مینام پولیپ
ها ممکن است کوچک باشند و علائم کمتري ند. پولیپبه سرطان کولون تبدیل شو

شود که از یت از سطح مخاطی اطلاق میؤداشته باشند. پولیپ به یک برجستگی قابل ر
، تکثیر مخاطییکنئوپلاستیرتواند به صورت هامارتوم غشناختی مینظر آسیب

ت پیش بدخیم بوده ها ضایعابندي شود. تنها آدنومردهزلاستیک یا پولیپ آدنوماتوپهیپر
بررسی اطلاعات ]. 1[شوند و قسمتی از این ضایعات به سرطان تبدیل می

باشد. شان داده است شیوع سرطان کولون در مردان بیشتر از زنان میگیرشناسی نهمه
بر ]. 2،3[باشد مختلف جهان نیز بسیار متفاوت میوقوع سرطان کولورکتال در مناطق

مورد سرطان جدید در 50000، سالیانه بیش از 2002در سال اي از ایراناساس مطالعه
. بر همین اساس و ]2[آن مربوط به دستگاه گوارش است %38کند که ایران بروز می
شده، بروز سرطان کلورکتال در ایران رتبه سوم در مردان و رتبه چهارم مطالعات انجام

بستگی به ن کولورکتال معمولاًدرمان سرطا.]3[در زنان را به خود اختصاص داده است 
هاي رایج سرطان محل تومور در کولون یا رکتوم و همچنین مرحله بیماري دارد. درمان

باشد. هر میدرمانی، درمان بیولوژیک یا پرتودرمانیکولورکتال شامل جراحی، شیمی
رمان ترین دجراحی رایج]. 4[ها را دارند چند برخی از بیماران ترکیبی از این درمان

تواند یکی می]. القاي آپوپتوز5[گرددمیمورد استفاده براي سرطان کولورکتال محسوب
هاي متعددي در عاملسرطانی باشد. هاي مهم در مهار تکثیر سلولهاي از مکانیسم

Baxو پروتئین 3، کاسپاز Cند که در این میان سیتوکروم اکنترل و تنظیم آپوپتوز دخیل

. ]6[برخوردارنداياز اهمیت ویژه
هستند که با آسپارتات-سیستئینهاي پروتئازي اي از آنزیمکاسپازها جزء خانواده

شدهریزيها نقش بسیار محوري در مرگ برنامهتوجه به نقش آنها در تجزیه پروتئین
9، 8کاسپازها بر اساس عملکردشان به دو نوع آغازگر شامل کاسپازهاي سلولی دارند.
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باشند می9و مسیر داخلی شامل کاسپاز 7و 6، 3اجرایی شامل کاسپازهاي و نوع10و 
نمایند که به طور که هر دو مسیر همگرا بوده و از کاسپازهاي اجرایی استفاده می

در میان انواعی از کاسپازها .]6[شودها میسلولآبشاري فعال شده و منجر به انهدام 
نقشی بسیار کلیدي و محوري در مرگ 3وع ، کاسپاز ن9و 4، 3، 1نظیر کاسپاز 

فعال شده و سپس با 9شده سلولی دارد. این کاسپاز توسط فعالیت کاسپاز ریزيبرنامه
شود. در کنار میهاي داخل سلولی منجر به مرگ سلولیتجزیه و تخریب اندامک

وان که ابتدا به عن)cell lymphoma-B«)2Bcl-2«خانواده هاي کاسپازها، پروتئین
شناسایی شدند، نقش محوري در Bهاي پروتوانکوژن در لنفوماي فولیکولار سلول

از اعضاي پروآپوپتوز )associated X protein-2Bcl«)Bax«. تنظیم آپوپتوز دارند
سازي آزادباشد. افزایش بیان این پروتئین منجر به افزایش روندمی2Bclخانواده 

بنابراینگردد.میCسیتوکروم توسط9اسپازکشدنو درنهایت فعالCسیتوکروم 
ش قسرطانی نهاي مرگ سلوليدر القاBaxافزایش بیان کاسپازها و همچنین پروتئین 

گیاهعصارهسرطانیضداثرهدف از این پژوهش بررسی. ]6[کلیدي خواهند داشت
Citrullus(کولوسینتوسسیترولوس Colocynthis(هايژنبیانبرBaxوCaspase3

باشد.می)Ht29(کولونسرطانسلولیدودماندر
هاروشومواد.1
هاي مختلف از محلول عصاره سیترولوس تهیه غلظت.1-1

.ترکیب عصاره گیاهی سیترولوس از شرکت باریج اسانس (کاشان) خریداري شدند
میکروگرم/100و1،2،5،10،20،50گیاهی (هاي مختلفی از عصارهغلظت

لیتر) در آب دیونیزه ساخته و در یخچال نگهداري گردید.یلیم
مختلف عصاره سیترولوس و فیکوسیانینهاي با غلظتHT29ي هاسلولتیمار 

شده از انیستیتو پاستور (خریداري)HT29(سرطان کولون انسانیسلولدودمان 
ت استاندارد محیط کشدر ها سلولدر این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت.ایران) 
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)(DMEM، فعال جنین گاوسرم غیر%10همراه با)FBS(،100)سیلینپنی unit/ml) و
داده شدند. و در شرایط استاندارد کشت (10μg/ml)استرپتومایسین

از میکرولیترمیکروگرم/100و1،2،5،10،20،50هاي با غلظتها سلولتیمار 
ساعت، به 48و 24، 12هاي لولی پس از گذشت زمانعصاره انجام شد. میزان مرگ س

گذار و با سمیت کمتر براي مطالعات تأثیرتا بهترین غلظت بررسی شدMTTروش 
.دست آیده بعدي ب

سرطانیهاي سلولها بر سمیت عصارهاثر بررسی.2-1
-MTT [3توموري با استفاده از روش هاي هاي گیاهی بر سلولعصارهسمیتاثرات 

(4 ,5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 5- diphynyltetrazolium bromide].بررسی گردید
96سلول) به داخل یک پلیت 1× 410سوسپانسیون سلولی (به تعداد تقریبی 

عصاره سیترولوس مختلف هاي غلظتبا هاسلولچاهکی انتقال داده شدند. پس از آن 
ساعت 24. بعد از یمار شدندتلیتر)یلیممیکروگرم/100و1،2،5،10،20،50(

MTTبا استفاده از روشها سلولماندن گراد، زندهدرجه سانتی37انکوباسیون در 

محیط رویی ابتداانجام شد. هابررسی شد. سنجش در سه تکرار براي هر یک از غلظت
37در دمايها میکروپلیتشد. اضافهMTTمحلوللیترمیکرو200وخارجاز چاهک 

شدنحلبراي DMSOلیترمیلی125.شدندانکوبهساعت 2گراد به مدت درجه سانتی
دقیقه روي صفحه لرزان قرار 15ها براي اضافه شد. پلیتکبه چاهMTTبلورهاي

درنهایت دستگاه اسپکترومتر خوانده شد. بانانومتر 570گرفته و جذب در طول موج 
هاي نسبت به گروه کنترل (سلولعصارهرشده با تیماهاي مانی سلولزندهمیانگین 

.مقایسه شدتیمارنشده)
سرطانیهاي کل از سلولRNAاستخراج .2

;RNX-Plus (SinaClonاز سوسپانسیون سلولی با استفاده از کیت RNAاستخراج 

RN7713C).ید کیفیت أیتو بر اساس پروتکل شرکت سازنده کیت مورد نظر انجام شد
نانودراپ و الکتروفورز روي ژل هاي شده با استفاده از روشاستخراجRNAو کمیت 
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ساخته شد. طبق پروتکل استانداردRNAاز روي cDNAسپس ؛آگارز انجام گردید
Real time PCRروش.3

به Caspase3وBaxشامل Real time PCRپرایمرهاي مورد استفاده براي تکنیک 
)GAPDH)glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaseهمراه ژن کنترل داخلی 

mRNAsچرخه میزان 40).  پس از 1از شرکت سیناکولون خریداري شد (جدول 

با استفاده از GAPDHژن کنترل mRNAsشده براي هر ژن در مقایسه با میزان بیان بیان
شهمچنین بیان ژن با رو؛محاسبه شد]CT(control)–ΔCT = CT (target)[فرمول

ΔCt-2.مورد ارزیابی قرار گرفت

هامشخصات توالی پرایمرهاي مربوط به هر یک از ژن.1جدول 
Gene Forward Reverse

Bax
TCCCCCCGAGAGGTCT

TTT
CGGCCCCAGTTGAAGT

TG
GAPD

H
GAAGGTGAAGGTCGG

AGTC
GAAGATGGTGATGGGA

TTTC
Caspa
se 3

GCCTGCCGTGGTACA
GAACTGG

GCATACAAGAAGTCGG
CCTCCAC

. آنالیز آماري4
ها و از آزمون لوین جهت بودن توزیع دادهاز آزمون شاپیروویلک براي تعیین نرمال

ها بر اساس همچنین توصیف کمی داده؛ها استفاده شدبررسی تجانس واریانس
هاي پراکندگی مرکزي شامل میانگین و انحراف استاندارد براي اطلاعات شاخص

Realآمده از دستهب time PCRطرفه به منظور بررسی انجام شد. از آنالیز واریانس یک
اده شد. مختلف، استفهاي متغیرهاي مورد مطالعه، بین گروهداري هر یک ازاتغییرات معن

جهت ANOVAدار آماري، آزمون تعقیبی توکی در برنامه به هنگام وجود تفاوت معنا
براي 20نسخه SPSSافزاراز نرم.کار برده شده تعیین محل اختلاف بین گروهی ب

داري براي تمام اهمچنین سطح معن؛تمامی آنالیزهاي آماري در این مطالعه استفاده شد
.در نظر گرفته شدp>05.0محاسبات
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نتایج  .5
سرطان کولون انسانی   هاي اثر عصاره سیترولوس بر مهار رشد سلول.1-5

عصاره IC50میزان متفاوت از عصاره، ي هابا غلظتMTTبر اساس نتایج آزمایش 
، 1.12±19.23، 1.18±22.14ساعت تیمار به ترتیب72و 48، 24سیترولوس پس از 

بین غلظت تیمارها و میزان مهار . گیري شداندازه)میکرولیترمیکروگرم/(20.08±0.5
ي در به طوري که کمترین اثرپذیر؛شدسرطانی ارتباطی مستقیم مشاهده هاي رشد سلول

میکروگرم/(50و بیشترین اثرپذیري در غلظت )میکروگرم/ میکرولیتر(1غلظت 
).1گردید (جدول مشاهده در هر سه زمان تیمار )میکرولیتر
میکروگرم/2و 1پایین (هاي نشان داد در غلظتبا عصاره سیترولوسها سلولتیمار 

و 48، 24ین مدت زمان تیمار (در بها سلولدر میزان مرگ معناداري میکرولیتر) تفاوت 
بالاتر تفاوت هاي ). این در حالی است که در غلظتP<0.05ساعت) وجود دارد (72

در بین مدت زمان تیمار مشاهده نشد. با بالارفتن ها سلولدر میزان مرگ معناداري 
ساعت پس از 24یابد و ما اثرات مرگ سلولی را در میغلظت عصاره، اثر زمان کاهش

تر نقش مدت پایینهاي که در غلظتدر حالی؛ساعت خواهیم دید72و 48ر مانند تیما
). 1باشد (شکل میتر از غلظت عصارهي مرگ سلولی پررنگزمان تیمار بر القا

Caspase3و Baxترولوس بر بیان ژن یاثر عصاره س.2-5

ره عصانشان داد Real time-PCRبررسی بیان ژن توسط تکنیک هايآزمایش
هاي در سلولBaxبرابري در بیان ژن 35/2دارسیترولوس منجر به افزایش معنی
همچنین میزان بیان ژن کاسپاز ؛)2) (شکل p<0.01(سرطانی نسبت به گروه کنترل شد

برابر نسبت به گروه کنترل افزایش یافت 75.1تحت تیمار با عصاره سیترولوس 3
)p<0.05 ( شکل)3.(

يگیربحث و نتیجه
72و 48، 24بر اساس نتایج این مطالعه، عصاره سیترولوس در هر سه بازه زمانی 

را بر دودمان سلولی سرطان ها سلولساعت پس از تیمار، اثراتی مبنی بر کاهش رشد 



31

31

لدوانه ابوجههناهیسرطان کولون توسط عصاره گيآپوپتوز سلول هايالقا

هاي پذیري آنها بر مهار رشد سلولتأثیرکولون نشان داد. با افزایش غلظت تیمار میزان 
میکروگرم/1به طوري که در غلظت ؛افزایش یافتسرطانی در هر سه بازه زمانی

میکرولیتري بیشترین اثرپذیري میکروگرم/50میکرولیتر کمترین اثرپذیري و در غلظت 
هاي بالاتر اثر بیشتري با توجه به نتایج حاصله، تیمار در غلظتمشاهده گردید. بنابراین
در مرگ سلولی داشت. 

نشان داد عصاره سیترولوس به 3و کاسپاز Baxهاي نتایج پژوهش ما بر بیان ژن
و کاسپاز Baxگردید. از آنجایی که پروتئین ها سبب افزایش بیان این ژنمعناداري طور 

آپوپتوز دارند، نتایج حاصل از پژوهش ما نشان داد فرایندنقش کلیدي در القاي3
آپوپتوز در يسبب القا3و کاسپاز Baxهاي عصاره سیترولوس با افزایش بیان ژن

یکی از 3و کاسپاز Baxرسد افزایش بیان میشوند. به نظرمیسرطانی کلونهاي سلول
چند این موضوع نیازمند مطالعات باشد؛ هرمیهاي عملکرد عصاره سیترولوسمکانیسم

باشد. بیشتر در سطح پروتئین می
آپوپتوز و يدر القاعصاره هندوانه ابوجهل تأثیرمطالعات متعددي با در همین راستا 

دند.گردیسرطانی بررسی هاي سلولهاي مهار رشد و تکثیر انواعی از دودمان
مهار رشد درعصاره هندوانه ابوجهلتأثیرش، و همکارانTavakolدر پژوهش

این ه شد. نشان دادL-929سرطان حنجره و همچنین فیبروبلاست نرمال موشی یسلول
مرگ سلولی یا فرایندقادر است غلظت بوده است و اثرات سیتوتوکسیک وابسته به

آپوپتوز و ، عصاره هندوانه ابوجهل با القايLiu]. در مطالعه 7[کنداآپوپتوز را الق
]. در مطالعه 8داشت [2هپاي هاي سرطانی بر سلولممانعت از چرخه سلولی اثر ضد

هاي ، رشد سلولEنشان دادند کوکوربیتاسین 2013و همکاران در سال Lanدیگري 
هاي بعدي آنها دارد. آنالیزسرطانی پستان انسانی را با درنظرگرفتن غلظت و زمان باز می

گردد. آپوپتوز سلولی میو القايG2/Mسبب توقف فاز Eنشان داد کوکوربیتاسین 
P21و تنظیم مثبت 3بیان کاسپاز يسبب القاEهمچنین آنها نشان دادند کوکوربیتاسین 
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هاي پژوهش ما نتایج این پژوهش تا حدود زیادي همسو با یافته.]9[گرددمیP27و 
و کاسپاز Baxبوده است. در مطالعه ما عصاره هندوانه ابوجهل با افزایش بیان پروتئین 

تأثیرهمچنین در مطالعه دیگري؛سرطان کولون شدهاي سبب افزایش مرگ سلول3
، در 8و 3ویژه کاسپاز بیان ژن کاسپازها، بهعصاره هیدروالکلی هنداونه ابوجهل بر

با سرطانیهاي . تیمار سلولنشان داده شده استMCF-7سلولی سرطان پستان دودمان
با همراه بود. همچنین آپوپتوزيالقاهاي مربوط به کاسپازها و نهایتاًژنافزایش بیان 

سرطانی زنده به يهاسلولدرصد ، زمان کشت در حضور این عصارهافزایش غلظت و
.]10یافت [طور چشمگیري کاهش 

سلولی سرطان هاي دودمانسرطانی عصاره میوه هندوانه ابوجهل بر فعالیت ضد
داراي عصاره طوري که که این ه ب؛نیز بررسی شده استپستان و آدنوکارسینوماي معده 

باشد. میمعدهسرطانی پستان و آدنوکارسینوماي هاي اثر مهارکنندگی بالایی علیه سلول
منجر به Bcl2/BaxوCکاسپازها، سیتوکروم يمسیر وابسته به القااین اثر مهاري از راه 

.]11شده است [آپوپتوز در آنها يالقا
را بر سیترولوسعصاره گرفته، نتایج این مطالعه اثرات در ادامه مطالعات صورت

سرطان کولون هاي ر سلولآپوپتوز ديو القا3و کاسپاز Baxهاي افزایش بیان ژن
یکی از 3و کاسپاز Baxافزایش بیان رسدبه نظر میانسانی گزارش کرد. هرچند 

سرطان کولون انسانیهاي هاي القاي مرگ سلولی عصاره سیترولوس در سلولمکانیسم
ولی این موضوع نیازمند مطالعات بیشتر در سطح پروتئین است.؛باشدمی
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