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ABSTRACT 

Background and Aim: Colorectal cancer is one of the most common types of cancer in the 

world, causing many deaths worldwide each year. 5-Fluorouracil is the first choice for the 

treatment of this type of cancer. Drug resistance and its many side effects are among the 

weaknesses of this drug. Silibinin, the main bioactive component of silymarin, is originally 

extracted from Silybum marianum, which is commonly used as an anti-hepatic agent. In 

recent years, the anticancer effect of silibinin has been observed on different cancer cells. 

This study aimed to investigate the combined cytotoxic effects of silibinin and 5-fluorouracil 

on cell viability and p53 expression in the colon cancer HT29 cell line . 

Material and Methods: Survival of HT29 cells was evaluated by the MTT method after 48 

hours of treatment with different concentrations of silibinin and 5 fluorouracil alone and in 

combination. The expression level of the P53 protein was measured by Western blot method. 

Results: Silibinin and 5-fluorouracil significantly inhibited HT29 cell survival in a dose-

dependent manner. The simultaneous use of silibinin and 5-fluorouracil showed that silibinin 

enhances the cytotoxic effects of 5-fluorouracil. In addition, 100 μg/ml silibinin enhanced the 

impact of 100 μM 5-fluorouracil on P53 protein expression . 

Conclusion: This study suggested that silibinin-5-fluorouracil combination may be a valuable 

candidate for colon cancer patients. Of course, further studies are needed to reach definitive 

conclusion.  
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 1-1403/12بهمن و اسفند   /  نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 

های سرطانی رده  در سلول اثرات سیتوتوکسیک فلورواوراسیل  -5سیلیبینین در ترکیب با 

 کند سرطان کولورکتال را تقویت می  HT29سلولی 
 1بهمن مرادی پوده 

الکترونیک ار یاستاد  .1 پست  ایران.  لاهیجان،  اسلامی،  آزاد  دانشگاه  لاهیجان،  واحد  آزمایشگاهی،  علوم  گروه   ،:  bmoradipoodeh@yahoo.com:تلفن  ،  013-

 X666-0430-0002-0000ارکید:  کد  585382491

 
 چکیده

شود.  زیادی در جهان می  ومیرمرگکه سالانه باعث    است های رایج در دنیا  کولورکتال یکی از سرطان  سرطان  : زمینه و هدف

اول    عنوان به فلوئورواوراسیل  -5داروی   است.  درمان  خط  نوع سرطان  این  از  در  متعددش  و عوارض جانبی  دارو  این  به  مقاومت 

این دارو   استخراج میو    جزء فعال زیستی اصلی سیلیمارین است   آید. سیلیبینین می  حساببه نقاط ضعف  شود،  از گیاه خار مریم 

و   است  فلاونوئیدها  پلی  از  می  عنوانبه سنتی    طوربه مخلوطی  استفاده  کبدی  ضد  عامل  سالیک  در  ضد  شود.  اثرات  اخیر  های 

با هدف بررسی اثرات سیتوتوکسیک    است.  شده گزارشهای سرطانی  های مختلف سلولتوموری سیلیبینین در رده  مطالعه حاضر 

انجام    HT29در رده سلولی سرطان کولورکتال    P53بر روی زنده ماندن سلولی و بیان    فلوئورواوراسیل-5در ترکیب با    سیلیبینین 

 . شد

-5و    سیلیبینینهای مختلف  ساعت تیمار با غلظت  48پس از    MTTبا روش    HT29های  بقای سلولی سلول  :هاروشمواد و  

 گیری شد.بلات اندازه با روش وسترن  P53بیان پروتئین   میزان ترکیبی ارزیابی شد.  صورتبه و  تنهاییبه  فلوئورواوراسیل

داری مهار کنند. استفاده طور معنیرا به   HT29توانستند بقای سلولی  صورت وابسته به دوز  فلوئورواوراسیل به -5سیلیبینین و  نتایج:  

  کند.می  را تقویت  فلوئورواوراسیل-5  سیتوتوکسیکاثرات    سیلیبینین نشان داد که  فلوئورواوراسیل  -5سیلیبینین و  از تیمار    زمانهم

غلظت  سیلیبینینهمچنین   میلیکرومی  100در  بر  غلظت  گرم  اثرات  در  تشدید  باعث  بر    فلوئورواوراسیل-5ومولار  میکر  100لیتر، 

 شد.   P53روی میزان بیان پروتئین 

ممکن است کاندیدای ارزشمند برای بیماران مبتلا به    فلوئورواوراسیل-5  -سیلیبینین    ترکیب  این مطالعه نشان داد که  گیری:نتیجه

 است.  لازمگیری قطعی مطالعات بیشتری برای نتیجه البته  ؛کولورکتال باشد سرطان

 HT2، رده سلولی P53پروتئین   ،فلوئورواوراسیل-5، سیلیبینین، سرطان کولورکتال کلمات کلیدی:

 1403/ 4/4پذیرش: 2/4/1403اصلاحیه نهایی: 28/10/1402وصول مقاله:
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 سیلیبینین در ترکیب با...    3

 1403بهمن و اسفند   /  نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 مقدمه 

ها است که در  بیماری با رشد و تکثیر نامحدود سلول   سرطان

نمیآن سلول  پیروی  سلولی  تقسیم  طبیعی  قانون  از    کنند. ها 

( کولورکتال  نظر  CRCسرطان  از  شایع  سرطان  چهارمین   )

( از    1/6بروز  پیشرو  دومین سرطان  و  موارد(  از کل  درصد 

برای    (. 1-3)  درصد از کل موارد( است  2/9)  ومیرمرگنظر  

از    ، علاوه بر جراحیدرمان افراد مبتلا به سرطان کولورکتال

بر    درمانیشیمی   عنوان به (  FU-5فلوئورواوراسیل )-5مبتنی 

کنند. این  استفاده می  درمانیشیمیو درمان انتخابی  اول  خط  

دارو بعد از ورود به داخل سلول سرطانی به چندین متابولیت  

فلوئورو  فعال یوریدین-مثل  مونوفسفات  -دئوکسی 

(FdUMPیوریدین فلورودوکسی  فسفات    -(،  تری 

(FdUTP( و فلورو یوریدی تری فسفات )FUTP  تبدیل )

( و  TSشده و از طریق مهار کردن آنزیم تیمیدیلات سنتاز )

سنتز    متعاقب مهار  سلول  DNAآن  رشد  مهار  های  باعث 

می به  حالبااین   .(4  و  5)  گرددسرطانی  مبتلا  بیماران  در   ،

به   پاسخ  نرخ  پیشرفته،  کولورکتال  جزئی    FU-5سرطان 

درمان حتی  و  یا  بوده  پلاتین  اگزالی  با  ترکیبی  های 

اکثر بیماران به    کند وناکافی ایجاد می  های پاسخایرینوتکان  

درمان پاسخ  این  از  دهندنمیها  استفاده  معایب  دیگر  از   .

  است اثرات جانبی متعدد و مقاومت دارویی    FU-5داروی  

پیدا میکه سلول این داروها  به  نسبت    7)  کنندهای سرطانی 

متعددی  .  (6و گیاهی  دارای    اندشده شناساییترکیبات  که 

های سرطانی هستند. این ترکیبات  خاصیت از بین بردن سلول

می  معمولاًگیاهی   کم  جانبی  عوارض  در  دارای  و  باشند 

با   را  ترکیبات  این  متعددی  مرسوم   های درمانتحقیقات 

استفاده می  صورتبه  داروهای  ترکیبی  ثانویه  اثرات  تا  کنند 

یابد  کاهش  شیمیایی    .(8-10)  معمول  در  ترکیبات  موجود 

و  میوه  کپسایسین،    هایسبزها  لیکوپن،  جنیستئین،  شامل 

سیلیمارین،   اورسولیک،  اسید  الاژیک،  اسید  کورکومین، 

ترکیبات   سایر  و  ضد    باشند میکاتچین  خاصیت  دارای  که 

  جزء فعال زیستی اصلی سیلیمارین سیلیبینین،    .سرطانی هستند

از  است   اصل  در  میکه  استخراج  مریم  خار  د، وشگیاه 

و   است  فلاونوئیدها  پلی  از    عنوان به سنتی    طوربه مخلوطی 

می استفاده  کبدی  ضد  عامل  مطالعات    .(11-13)  شودیک 

توموری   اند داده نشان    اخیر ضد  اثرات  دارای  سیلیبینین    که 

برابر   در  سرطان    یتومور   هایسلول آشکار  مانند  مختلف 

پوست   سرطان  و  ریه  بزرگ،  روده  کلیه،  پروستات،  کبد، 

داده است نشان  مطالعات  این  مسیرهای  .  از  سیلیبینین  که  اند 

سلول  این  مرگ  باعث  آپپتوز  القا  مثل  میمختلفی    گردد ها 

مطالعات  .  (14و    15) حاضر،  حال  آزماییدر  بالینی    کار 

حال   در  پروستات  سرطان  درمان  برای  انسان  در  سیلیبینین 

هیچ اثر    IIو    Iدر فاز    شده تکمیل انجام است و یک مطالعه  

های متعددی در انسان شناسایی  ژن سمی را نشان نداده است. 

و   است  سرطان  شده  ایجاد  باعث  ژن  یک  در  جهش 

که جهش در    پیوندد می، بلکه سرطان وقتی به وقوع  شودنمی

دهد.    هایژن رخ    : انددسته   3یدی  کل  هایژن کلیدی 

و    کننده سرکوب  ها ژن  ، هاژنپروتوانکو   های ژن تومور 

ایجاد  با   .DNA  (16)  ایکننده ترمیم در  اینکه  به  توجه 

ژن یافتن  سرطان  هستند،  درگیر  زیادی  امزد ن  هایژن های 

کلیدی   بسیار  سرطان  درمان  از    .استبرای   ترینمهمیکی 

در  P53 هدف    هایژن آن  مشارکت  دلیل  به  که  است 

وسیعی از تومورها مورد توجه قرار گرفته است. این    یپهنه 

واقع است  17P 13.1) )   کروموزوم ژن در بازوهای کوتاه  

جه   ترینبیش   درواقعو   در  هدف  انسانی    هایسرطانش 

پ  25تا    20دراست.   سرطان  از  درصد  بیش  در  و    50ستان 

سرطان ریه  درصد  و  کولون  مثانه،  ژن    هاییجهش های  در 

P53   ژن  .  است  شده مشاهدهP53    به طبیعی  حالت  در 

آن دچار آسیب شده باشد، فرمان توقف   DNA سلولی که

اگر سلول    دهدمیتکثیر   و  نماید  را اصلاح  وارده  تا آسیب 

را صادر    را اصلاح نماید، فرمان آپوپتوز نتواند آسیب وارده 

عملکردش مختل شود،    ببیند و  ب یآس P53 . اگر ژنکندمی

که   ادامه    DNAسلولی  خود  تکثیر  به  دیده  آسیب  آن 

تولید    غیرطبیعی  های سلول و    دهدمی به    .شودمی بیشتری 

که با اعمال   اندداده نسبت نگهبان ژنوم    P53همین دلیل به  

از چرخه سلولی، از سلول در  G1-S اثرات خود در مرحله  

  تواند می   P53 در نتیجه پروتئین  کندمی برابر آسیب حمایت  

سلول،   چرخه  مهار  طریق  از  را  خود  تکثیری  ضد  اثرات 
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 4بهمن مرادی پوده   

 1403بهمن و اسفند   /  نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

و به   آپوپتوز  پاسخ  در  سلول  مختلف    هایمحرکپیری 

به   اثر    DNAداخل سلولی و خارج سلولی مانند آسیب  بر 

اشعه   یونیزاسیون  پرتوهای  از  استفاده    UVاستفاده  از  و 

عفونی، شوک حرارتی   هایویروس،  درمانیشیمی  داروهای

 (. 17-20) و هیپوکسی اعمال کند 

اثر هم به بررسی  -5زمان  از آنجایی که مطالعات محدودی 

FU    به کولورکتال  رده سلولی سرطان  بر روی  سیلیبینین  و 

است،    HT29ویژه   گرفته  هدف  صورت  با  حاضر  مطالعه 

اثرات   سلیبینبررسی  با  سیتوتوکسیک  ترکیب  در    -5ین 

بیان   و  سلولی  ماندن  زنده  روی  بر  در    P53فلورواوراسیل 

انسانی   کولورکتال  سرطان  سلولی  منظور    HT29رده  به 

 انجام شد.  FU-5کاهش دادن دوز داروی 

 

 هاروش مواد و 

سیلیبینین پودر  مطالعه  این  پودر  در   ،MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2yl)-2,5 diphenyl 

tetrazolium bromide)    پنی    هایبیوتیک آنتی و

شرکت-سیلین از  آمریکا   استرپتومایسین  آلدریچ  سیگما 

کشت   محیط  شد.   DMEM  (Dulbecco'sخریداری 

Modified Eagle Medium)   همچنین  Fetal)  و 

Bovine Serum)FBS    شرکت آنتی Gibcoاز  بادی  ، 

آنتی   خرگوشی  شرکت  P53   (ab32503مونوکال  از   )

Abcamآنتی بتا،  آنتی  خرگوشی  مونوکال  اکتین  -بادی 

(ab32503)  بادی ضد خرگوشی  آنتی  وIgG    لیبل شده با

HRP  (4970L  از شرکت )Cell Signaling  همچنین ،

سلولی    Bio-Radاز شرکت    ECLکیت   رده  و همچنین 

HT29 ی شدند از موسسه پاستور ایران خریدار . 

 شرایط کشت سلولی 
سرطان   سلولی  ایران    HT29  کولورکتالرده  پاستور  انستیتو  از 

تهیه شد.   ایران(  سلولبرای کشت دادن  )تهران،  محیط    هااین  از 

  10  (FBS)با گلوکز بالا و سرم جنین گاوی    DMEM  کشت

و   سیلین  %0.5درصد  دمای  -پنی  در   درجه   37استرپتومایسین 

 کشت داده شدند.   CO2 5% درصد و  95گراد، رطوبت سانتی 

 کشت سلولی و سنجش سمیت سلولی  

  96های  در پلیت   HT29های  از سلول   6×310  تعداد تقریبی

بعد از انکوبه شدن    کشت داده شدند. بعد از پاساژ سوم  خانه  

ارزیابی   منظوربه   ها به ته چاهک،اتصال سلول  منظوربه شبانه  

سلولی غلظت   هاسلول،  FU-5و    سیلیبینین   سمیت  های  با 

بر   400و    200،  100،  50)  سیلیبینینمختلف   میکروگرم 

(  بر لیتر  میکرو مول  25  ،50  ،100  ،200)  FU-5( و  لیترمیلی

مدت    صورتبه و    تنهاییبه  به  تیمار   48ترکیبی  ساعت، 

حلال    شدند. در  ماده  دو    DMSOهر 

(Dimethylsulfoxide  ) .شدند گروه  سلول   حل  های 

گروه   کنترل هر  ماندند.    در  باقی  تیمار  اتمام  بدون  از  بعد 

ها با سمپلر  از سطح سلول  محیط کشت ها،  زمان تیمار سلول

با غلظت    MTTمحلول    میکرو لیتر   20میزان  خارج شد و به

میلی میلی   5/0نهایی   در  شد.  گرم  اضافه  چاهک  هر  به  لیتر 

های بنفش رنگ به  تا زمان ایجاد کریستال  شده محلول اضافه 

تقریبی در    4  زمان  سانتی  37ساعت  شد.    گراددرجه  انکوبه 

به    بعد از تشکیل کریستال با سمپلرمحلول زرد رنگ رویی  

دقت با  و  انتها    آرامی  در  شد.  کردن برداشته  حل  برای 

لیتر  100به میزان  ها  کریستال محلول حلال دی متیل    میکرو 

به هر چاهک اضافه شد و به مدت    (DMSO)سولفوکسید  

دقیقه در انکوباتور شیکردار قرار داده شد. میزان جذب    30

  BioTek ELX800 ها با دستگاه الایزا ریدر  نوری سلول

(Winooski در طول ، ایالات )بعد    نانومتر   570موج  متحده

 .  قرائت شد هااز حل شدن کریستال

 وسترن بلاتینگ 

تقریبی   پلیت   HT29های  از سلول  3×510تعداد    6های  در 

کشت داده شدند. بعد از انکوبه شدن  بعد از پاساژ سوم  خانه  

سلول   منظوربه شبانه   چاهک،اتصال  ته  به  کشت    ها  محیط 

داروهای سیلیبیلین    ها بارویی برداشت شد و سپس این سلول

ترکیبی با غلظت مشخص به    صورتبه و    تنهاییبه  FU-5و  

ها،  پس از اتمام مدت زمان تیمار سلولتیمار شدند.    هاسلول

شد    ها از انکوباتور به روی یخ منتقلهای حاوی سلول پلیت

رویی سلولو   به محیط  با سمپلرها  کامل  .  برداشت شد  طور 

با  سلول  مرحله،  بعدازاین آرامی  به  استریل   PBSها  و  سرد 

شدند.   داده  پروتئین  منظوربه شستشو   100از  ها،  استخراج 
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    حاوی مهارکننده پروتئاز (  RIPA)بافر لیز کننده   میکرو لیتر

چاهک  هر  شد.    برای  از  سلول  سپساستفاده  جداشده  های 

پلیت لیتری  میلی  5/1میکروتیوپ  آوری شد و به  جمع   کف 

شد. تهیه   منتقل  مدت  سوسپانسیون  به  با    20شده  دقیقه 

دمای  rpm16000دور سانتی  4در  سانتریفیوژ  درجه  گراد 

ازدش تعیین    .  برای  میکروتیوب  در  موجود  رویی  محلول 

روش   به  پروتئین  از    لوری غلظت  بعد  شد.    تعیین استفاده 

میکروگرم( بر روی    75های پروتئین )غلظت پروتئین، نمونه

آمید   آکریل  پلی  )  12ژل  تحت  SDS-PAGEدرصد   )

از    هانمونه   ،الکتروفورزاتمام    بعد از.  الکتروفورز قرار گرفتند

شدن فرایند  منتقل شدند. بعد از تمام    PVDFبه غشای    ژل

جایگاه   منظوربه انتقال،   کردن   ،غیراختصاصیهای  مسدود 

اتاق  غشای حاوی پروتئین به مدت یک ساعت در دمای  ها 

بافر مسدودکننده   .  درصد قرار داده شد   skim milk  5در 

پس از پایان مرحله بلاکینگ، سه بار با بافر    PVDFغشای  

TBST1X    بار هر  برای    10در  تا  شد  داده  شستشو  دقیقه 

شستشو،   پس از مرحلهبادی موردنظر آماده شود.  اتصال آنتی

اولیه    P53بادی ضد  بادی اولیه آنتیغشا درون محلول آنتی 

بتا اکتین به 5000به    1)با رقت   عنوان کنترل داخلی ( و ضد 

درجه همراه    4دمای   شبانه در  صورتبه (  5000به   1)با رقت  

از پس  گردید.  انکوبه  آهسته  شیک  زمان   با  اتمام 

دقیقه( شستشو    15)هر بارTBST انکوباسیون، غشا سه بار با 

آنتی محلول  با  ساعت  یک  مدت  به  سپس  و  شد  بادی  داده 

آنزیم با  شده  کونژوگه  آزمایشگاه   HRPثانویه  دمای  در 

 بار و  TBST  (3غشا با   انکوبه شد. بعد از شستشوی مجدد

-دقیقه در مجاورت محلول 2دقیقه(، غشا به مدت  15هر بار 

نسبت    ECLهای کیت   با   ( قرار گرفت و1به    1)به  سپس 

دادن کمی  قرار  دستگاه  درون  )آن   ,Bio-Rad)داک 

Hercules, CA, USA)  موردنظر پروتئینی  باندهای   ،)

شدند  از    ظاهر  پروتئینی  باندهای  سازی  کمی  منظور  به 

 .داستفاده ش Image J افزارنرم

 تحلیل آماری 

صورت سه  ها به تمام آزمایشدقت و صحت بیشتر،    منظوربه 

انجام شد. تکرار  تجزیه   بار  نرم برای  از  آماری  افزار وتحلیل 

SPSS    24نسخه  (Chicago, IL, USA  ) برای رسم و 

استفاده   (graphpad prism 9)  افزار پریسمنمودار از نرم

گروه برای  شد.   بین  میانگین  آماری  آنالیز  مقایسه  از  ها 

یک )واریانس  تعقیبی  ANOVAطرفه  آزمون  سپس  و   )

Tukey   به   . شد  استفاده میانگین  مقادیر  خطای    ±صورت 

 ها در تمامی مقایسه   .( بیان شدندS.E.Mاستاندارد میانگین )

 داری در نظر گرفته شد. معنیاز نظر آماری  P˂0/ 05 مقادیر

 
های ها با غلظتسلول. HT29های بر روی بقای سلولی سلول فلورواوراسیل -5. اثر سیتوتوکسیک در شرایط آزمایشگاهی 1 نمودار

ها از سه  داده تعیین شد.    MTTساعت تحت تیمار قرار گرفتند. بقای سلولی با روش  48به مدت  فلورواوراسیل -5شده از مشخص

  بین متغیرها میانگین شده اند. مقایسه خطای استاندارد میانگین نشان داده  ±آزمایش مستقل به دست آمده که به صورت میانگین 

 > p *داری و : عدم معنیns)  .شد  انجام Tukey تعقیبی آزمون سپس  و طرفه  یک واریانس  آنالیز آزمون از استفاده  با ها گروه 

0.001 ) 
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 نتایج

در    گونه همان داده   1  نمودارکه  است  نشان    بر   FU-5شده 

سلول  سرطانی  بقای  دارد.  اثر  HT29های  اثر    مهاری  این 

غلظت    مهاری از    میکرومولار  100در  بیشتر   100و 

گروه    48در    FU-5  میکرومولار به  نسبت  تیمار  ساعت 

بیشتر    شده استفاده   FU-5هر چه غلظت  کنترل مشاهده شد.  

بیشتر نشان داد که این خود   شد، میزان بقای سلولی کاهش 

بقای سلولی  بر میزان  FU-5اثرات وابسته به دوز  دهنده نشان 

 .است HT29رده سلولی 

 

های ها با غلظتسلول. HT29های بر روی بقای سلولی سلول سیلیبینین. اثر سیتوتوکسیک در شرایط آزمایشگاهی 2 نمودار

ها از سه آزمایش  داده تعیین شد.  MTTساعت تحت تیمار قرار گرفتند. بقای سلولی با روش   48به مدت  سیلیبینینشده از  مشخص

  با ها گروه  بین متغیرها  میانگین مقایسه  شده اند.خطای استاندارد میانگین نشان داده  ±مستقل به دست آمده که به صورت میانگین 

 > p **و  p <0.01 *داری، : عدم معنیns)  .شد  انجام Tukey تعقیبی آزمون سپس  و طرفه  یک واریانس آنالیز آزمون از استفاده 

0.001 ) 

بر    سیلیبینینشده است  نشان داده   2  نمودار که در    گونه همان

سلول  سرطانی  بقای  دارد  اثر  HT29های  اثر  مهاری  این   .

 100و بیشتر از  لیتر  گرم بر میلیکرومی  100مهاری در غلظت  

ساعت تیمار نسبت به    48در    سیلیبینین لیتر  بر میلیگرم  کرومی

شد.   مشاهده  کنترل  غلظت  گروه  چه  سیلیبینین  هر 

بیشتر شد، میزان بقای سلولی کاهش بیشتر نشان    شده استفاده 

اثرات وابسته به دوز سیلیبینین بر    دهنده نشان داد که این خود  

سلولی   رده  سلولی  بقای  این    در   باشد.می  HT29میزان 

اثرات   بررسی  به  آزمایش  از  تقویت   سیلیبینینمرحله    در 

پایین دوزهای  سلول   FU-5  اثرات  بردن  بین  از  های  در 

HT29  سلول منظور  همین  به  شد.    HT29های  پرداخته 

ساعت   48به مدت    FU-5سیلیبینین و  با    زمانهم   صورتبه 

بقا میزان  و  شدند  تست    هاسلول   یتیمار  ارزیابی    MTTبا 

 شد.  
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های بر روی بقای سلولی سلول سیلیبینین  فلورواوراسیل با-5تیمار هم زمان  اثر سیتوتوکسیک در شرایط آزمایشگاهی .3 نمودار

HT29 .ساعت تحت تیمار قرار گرفتند. بقای سلولی    48به مدت  سیلیبینین فلورواوراسیل و-5شده از های مشخصها با غلظتسلول

خطای استاندارد میانگین نشان   ±ها از سه آزمایش مستقل به دست آمده که به صورت میانگین داده تعیین شد.  MTTبا روش  

 Tukey تعقیبی آزمون سپس  و طرفه  یک واریانس آنالیز  آزمون از استفاده  با ها گروه  بین متغیرها میانگین شده اند. مقایسه داده 

 ( p < 0.001 **و  داری: عدم معنیns) .شد  انجام

که  نتایج  داد  نشان  آزمایش  این  از  سلول   حاصل  های  بقا 

HT29    50با غلظت    زمانهم   صورتبه در گروه تیمار شده  

-5لار  موومیکر  25با غلظت    سیلیبینین لیتر  گرم بر میلیکرومی

FU  داری معنی  از نظر آماری کاهش  نسبت به گروه کنترل

است که بقای این رده سلولی در تیمار    در حالیداشت. این  

-گرم بر میلیکرومی  50و    FU-5 لارموومیکر  25با غلظت  

از نظر آماری   نسبت به گروه کنترلبه تنهایی    لیتر سیلیبینین 

معنی نکاهش  ندادداری  همینشان  در  سیلیبینین    طور. 

میلیکرومی  100های  غلظت بر  در    لیترگرم  تقویت  باعث 

 .گردید  FU-5  ولارمیکر  50و    25اثرات کشندگی سلولی  

زمان    HT29های  سلول غلظت  48در مدت  با    های ساعت 

میلیکرومی  50 بر  سیلیبینینگرم  -5  لارموومیکر  100و    لیتر 

FU  به  تنهاییبه غلظت    زمانهم طور  و  بر  کرومی  50با  گرم 

میلیکرومی  100و    لیترمیلی بر  غلظت    سیلیبینینلیتر  گرم  با 

زمان    FU-5 لارموومیکر  100 اتمام  از  پس  شدند.  تیمار 

این   پروتئین  بیان    هاسلول تیمار،  میزان  و  گردید  استخراج 

 با روش وسترن بلاتینگ انجام شد.   P53پروتئین  
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 هایدر سلول P53میزان بیان پروتئین  بر روی سیلیبینین فلورواوراسیل با-5تیمار هم زمان  اثر در شرایط آزمایشگاهی. 4 نمودار

HT29 .بیان   ساعت تحت تیمار قرار گرفتند.  48به مدت  سیلیبینین فلورواوراسیل و-5شده از های مشخصها با غلظتسلول

خطای   ±ها از سه آزمایش مستقل به دست آمده که به صورت میانگین داده تعیین شد. وسترن بلاتینگ روش  P53پروتئین 

  سپس و طرفه   یک واریانس آنالیز آزمون از استفاده  با ها گروه بین متغیرها میانگین مقایسه  شده اند.استاندارد میانگین نشان داده 

 (p < 0.05 *داری و : عدم معنیns)    .شد  انجام Tukey تعقیبی آزمون

اثتتر   لارمتتوومیکر  100در غلظتتت    FU-5نشان داد که    نتایج

 ؛نتتدارد P53داری بر روی میزان بیتتان پتتروتئین آماری معنی

 100بتتا غلظتتت  زمتتانهمطتتور بتته هاستتلولکتته امتتا وقتی

 لیتتتر ستتیلیبینینگرم بتتر میلتتیمیلی100و    FU-5  لارموومیکر

بیتتان دار میتتزان  تحت تیمار قرار گرفتند، باعث افزایش معنی

 شدند. نسبت به گروه کنترل P53پروتئین 

 

 بحث

ناشتتی از   ومیتترمرگیکی از علل عمتتده    کولورکتالسرطان  

بتترای  توستتعهدرحالو  ستترطان در کشتتورهای توستتعه یافتتته

هایی که سالیان اخیر در علیرغم پیشرفت  .مردان و زنان است

متتورد درمتتان ستترطان کولورکتتتال صتتورت گرفتتته استتت، 

 متترثرترنیاز بیشتری به اقدامات درمانی و پیشتتگیرانه همچنان  

استتتفاده از ترکیبتتات . (1و  21) وجتتود دارد ترستتمیو کتتم 

ستتنتی   طوربتتهطبیعی به دلیتتل ستتمیت کتتم و دسترستتی زیتتاد  

 ؛گرفتقرار می مورداستفاده توسط افراد برای درمان سرطان  

ات اطلاع زیتتادی های مولکولی این اثراما در مورد مکانیسم

مطالعات زیادی های اخیر در سال  .(22-24)  در دسترس نبود

-در مورد مکانیسم اثر این ترکیبات در انواع مختلف ستتلول

-ترکیبتتات طبیعتتی از راه   های سرطانی صورت گرفته است.

تکثیر و القای توقف چرختته ستتلولی های مختلفی مثل تنظیم  

باعث از بتتین سلولی    شده ریزیبرنامهمرگ    همچنین القای  و

در حال حاضتتر (22-25-26)های سرطانی گردندبردن سلول

 کولورکتتتالهای مختلفی برای بیماران مبتلا به سرطان درمان

عتتوارض   علیرغم اثتترات مفیتتد ایتتن داروهتتا،  که  وجود دارد

استتت کتته  شتتده گزارشمتعتتددی هتتم از ایتتن داروهتتا جانبی  

،  رو ازاین  .(27) شودمیکیفیت زندگی بیماران    باعث کاهش

توسعه یک روش درمانی جدید با عتتوارض جتتانبی کمتتتر از 

 مورد  درمانیشیمی  ترینرایجاهمیت حیاتی برخوردار است.  

امتتا متفستتفانه   ؛است  FU-5برای سرطان کولورکتال    استفاده 
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هتتای اخیتتر در ستتال  رایج استتت.  FU-5عود پس از درمان با

درمانی راهکارهای درمانی مبتنی بر ترکیب داروهای شتتیمی

با ترکیبات طبیعی با هدف بالا بردن راندمان درمان و کاهش 

درمانی، بستتیار متتورد توجتته اثتترات جتتانبی داروهتتای شتتیمی

علیرغم مطالعات متعدد صورت گرفته . (28) قرارگرفته است

ین بر روی مرگ سلولی و ضد سرطانی سیلیبینبر روی اثرات  

زمتتانی ای در زمینتته استتتفاده هم، مطالعتته(29-32) آپپتتتوز

ستتتتترطان  HT29در رده ستتتتتلولی  FU-5و  ستتتتتیلیبینین

مطالعتته  بنتتابراین متتا در؛ صتتورت نگرفتتته استتت کولورکتتتال

و در ترکیتتب بتتاهم بتتر   تنهاییبتتهحاضر اثر داروهای مذکور  

را در رده  P53میتتزان بقتتای ستتلول و ستتطح بیتتان پتتروتئین 

 مورد بررسی و آزمایش قراردادیم. HT29سلولی 

تیمتتار شتتدند و   سیلیبینین  و  FU-5با افزایش غلظت    هاسلول

 MTTبا استفاده از روش  هاآنترکیب و اثر سیتوتوکسیک 

 صورتبه سیلیبینین و FU-5ارزیابی شد. نتایج نشان داد که 

وابسته بتته دوز باعتتث ایجتتاد ستتمیت ستتلولی در رده ستتلولی 

HT29 5ها بتتا ستتلول زمتتانهمتیمتتار  شتتوند ومی-FU و 

تری نستتبت بتته درمتتان اثتتر سیتوتوکستتیک قتتوی ستتیلیبینین

 بنابراین، نتایج ما نشتتان داد کتته  ؛انفرادی با هر دارو نشان داد

بتتالاتری  توجتتهقابلسمیت سیلیبینین   و  FU-5  زمانهمتیمار  

در رده ستتلولی ستترطان  هتتاآن انفرادیرا در مقایسه با درمان 

 تائیتتدمطالعتتات متعتتددی در    ایجاد کردند.  HT-29کولون  

توانتتد متتی  ستتیلیبینیناند  نتایج ما صورت گرفته که نشان داده 

از  هتتای ستترطانی مختلتتفباعث از بین بردن و متترگ ستتلول

 .(32-34) گرددجمله سرطان کولورکتال 

زمتتانی داروهتتای نتایج وسترن بلات ما نشان داد که تیمار هم

5-FU هتتای ستتیلیبینین ستتلول وHT29 مشتتهودتری  تتتفثیر

نسبت به تیمار تنهای داروهای مذکور در افزایش سطح بیان 

در حالت عادی پتتروتئین   P53ژن    گذارد.می  P53پروتئین  

P53  کند که این پروتئین در حالت طبیعتتی، بتته را تولید می

آستتیب دیتتده فرمتتان توقتتف تکثیتتر را  DNAستتلول دارای 

اصتتلاح گتتردد و  DNAآسیب وارد شده بتته  اصادر کرده ت

پپتتتوز بتترای قادر به اصلاح آسیب نباشد فرمتتان آاگر سلولی  

 P53گردد. از طرفی اگر جهتتش در ژن  آن سلول صادر می

رخ دهتتد و عملکتترد پتتروتئین حاصتتل از آن دچتتار اختتتلال 

آسیب دیده به تکثیر خود ادامه داده   DNAگردد، سلول با  

-توسط آن سلول تولیتتد متتی  بیشتری  غیرطبیعیهای  و سلول

، لقب نگهبتتان P53هایی به  به دلیل داشتن چنین نقش  .شود

از G1-S که با اعمال اثتترات ختتود در مرحلتته  اندداده ژنوم 

. بتتا کنتتدمیچرخه سلولی، از سلول در برابر آسیب حمایتتت  

 توان نتیجه گرفت که پروتئینتوجه به مطالب فوق نتیجه می

P53 اثرات ضتتد تکثیتتری ختتود را از طریتتق مهتتار  تواندمی

 هایمحرکپیری سلول در پاسخ به  چرخه سلول، آپوپتوز و

 DNAداخل سلولی و خارج سلولی مانند آسیب به مختلف 

از و استفاده   UVبر اثر استفاده از پرتوهای یونیزاسیون اشعه  

عفونی، شوک حرارتی   هایویروس،  درمانیشیمی  داروهای

متتا  مطالعهبا توجه به نتایج  .(17-20) و هیپوکسی اعمال کند

 هایستترطاندرصتتد  50و بتتا توجتته بتته اینکتته در بتتیش از 

 استتت شتتده مشاهده  P53در ژن  هتتاییجهشکولورکتتتال 

، ممکتتن استتت ستتیلیبیلین از طریتتق افتتزایش دادن بیتتان (35)

اثرات ضتتد تومتتوری ختتود را در رده ستتلولی   P53پروتئین  

HT29  لورکتتتال اعمتتال کنتتد. اثتتر ستتیلیبیلین در سرطان کو

در مطالعتتات محققتتین دیگتتر در   P53افزایش بیان پتتروتئین  

کننده  تائیداست که  شده گزارشهای مختلف سرطانی نمونه

-5زمتتان ستتیلیبینین و  اثر تیمار هم.  (36)استنتایج مطالعه ما  

FU  هتتای دیگتتر ستتلول ستترطانی هتتم گتتزارش شتتده در رده

 Shanaya Pateاست. در تایید با نتایج مطالعه ما، مطالعتته 

و همکتتاران نشتتان داد کتته در رده ستتلولی ستترطان کولتتون 

HCT116  5زمان سیلیبینین با  اثر تیمار هم-FU   دارای اثتتر

باشتتند. ایتتن اثتتر سینرژیستتم هتتا متتیسنرژیسم در مرگ سلول

هتتا، فعتتال کتتردن مستتیر همچنین باعث مهار مهتتاجرت ستتلول

گتتردد ها از طریق اتوفتتاژی متتیداخلی آپپتوز و مرگ سلول

 Mohammad Jaberهمچنتتین نتتتایج مطالعتته  .(37)

MasodKhooy   و همکاران نشان داد کتته در رده ستتلولی

H22    5سرطان هپاتوسلولار داروهای-FU  استتانس ختتار   و

شتتوند. اثتتر های این رده ستتلولی متتیباعث مرگ سلول  مریم

زمتتان دو ترکیتتب فتتوق باعتتث کتتاهش مهتتاجرت تیمتتار هتتم

همچنتتین ایتتن افتتراد نشتتان   شتتود.سلولی و تهاجم سلولی متتی
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های دادند که ترکیب دو داروی فوق باعث تغییر در بیان ژن

چنین ترکیب دو داروی فتتوق گردد. همدخیل در آپپتوز می

 Wntهای دخیل در مسیر سیگنالینگ  باعث کاهش بیان ژن

نتایج این مطالعات نشان دادند که اثتتر تیمتتار .  (38)گردد  می

و سیلیبینین نسبت به تیمار تنهای دو   FU-5زمان دارویی  هم

دارو اثرات بیشتری بر مرگ سلولی دارد که نتایج مطالعه متتا 

 HT29این نتایج نشتتان داد کتته در رده ستتلولی   یدتائهم در  

زمان دو داروی فوق اثتترات ل هم تیمار هماسرطان کولورکت

بیشتری بر مرگ سلولی نسبت به تیمار تنهای دو داروی فوق 

در حالت نرمال و شرایط عادی باعتتث    P53پروتئین  دارند.  

 یتتاو   DNAتوقف چرخه سلولی می شود تتتا امکتتان تتترمیم  

آپوپتوز را فراهم کند تتتا از تکثیتتر ستتلول هتتایی کتته آستتیب 

ها وارد شده است جلوگیری کند. یکی آن  DNAجدی به  

قتترار   P53های کلیدی و مهمتتی کتته هتتدف پتتروتئین  از ژن

کتته باعتتث   استتت  Baxبرنده آپپتتتوز  گیرد، پروتئین پیشمی

بنتتابراین بتتر استتاس   ؛گتترددالقای آپوپتوز  سلول سرطانی می

توان گفت که سیلیبینین از طریق افتتزایش نتایج مطالعه ما می

بتتر روی میتتزان بیتتان   یرتتتفث  احتمتتالاًو     P53دادن میزان بیان  

Bax     5باعث تقویت اثرات سیتوتوکسیک-FU   از طریتتق

گتتردد و از ایتتن چرختته ستتلولی متتی  قفالقای آپپتوز و یا تو

ستترطان  HT29هتتای طریتتق باعتتث متترگ ستتلولی ستتلول

 کولورکتال گردد.

 

Translation is too long to be s گیری نتیجه  

 و FU-5داروهتتای مطالعتته حاضتتر نشتتان داد کتته ترکیتتب 

تواند اثرات در مقایسه با تیمار تنهای این داروها میسیلیبینین  

ستترطان   HT29هتتای  بیشتری بتتر روی بقتتای ستتلولی ستتلول

 بگذارد. این اثرات در ارتبتتاط بتتا افتتزایش ستتطح  کولورکتال

باشند. این نتایج مزیت می  فوق  در رده سلولی  P53پروتئین  

را بتترای ستتیلیبینین  و FU-5داروهتتای احتمتتالی ترکیتتب 

 کنتتدمتتی تائیدولورکتال ک مداخله در بیماران مبتلا به سرطان 

گیری کلی در این مورد نیاز به مطالعه هرچند که برای نتیجه

 .استتری بیشتر و جامع
 

 قدردانیتشکر و 

بتتا و    (TRC-9903)بتتا شتتماره طتترح    این طتترح تحقیقتتاتی

حمایت مالی دانشتتگاه آزاد استتلامی لاهیجتتان، ایتتران انجتتام 

هتتیچ کتتدام از نویستتندگان ایتتن مطالعتته، افتتراد و یتتا  شتتد.
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