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ABSTRACT 

Background and aim: Angiogenesis is necessary for solid tumors to grow and metastasize 

because it provides oxygen and nutrients for the tumors. Many drugs have been identified for 

anti-angiogenic therapy, which is one of the most important drug mechanisms in cancer 

treatment. Considering similar anti-tumor activity by a similar mechanism in a herbal 

medicine, Astragalus hamosus (A. hamosus) we compared apoptotic and cytotoxic effects of 

this herbal medicine on human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) between a 3D 

fibrin gel model  and a 2D culture model. 

Materials and Methods: A. hamosus extract was tested for its   cytotoxicity on HUVECs 

using MTT assay. Flow cytometry was used to examine apoptosis, cell cycle, and 

proliferation. Also, by qPCR, we assessed the expression of genes related to apoptosis, such 

as caspase-9, -8, -3, and Bcl-2. 

Results: Angiogenic activities of HUVECs were significantly decreased after treatment with 

IC50 concentration of A. hamosus extract. Flow cytometry analysis revealed that cell cycle 

arrest in G0/G1 phase in HUVECs in the 3D model higher than in 2D culture. Anti-

proliferation activity of the extract decreased the expression of Ki-67, especially in the 3D 

culture. Also, after A. hamosus treatment, apoptosis level increased in the 3D culture model 

compared to that in the 2D culture which was confirmed by flow cytometry and qPCR. 

Conclusion: Based on our results, A. hamosus extract can be used to treat tumors by 

inhibiting angiogenesis. Also, 3D fibrin gel can simulate anti-proliferative and anti-apoptotic 

properties of tumors better than 2D culture. 
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و  یدر مدل کشت دو بعد یتاکسلبا پاکل Astragalus hamosusعصاره  یتوتوکسیکو سا یکاثرات آپوپتوت یسهمقا

 انسان یناف یدور یالاندوتل یها سلول یسه بعد

 2، گل آرا نصیری 1 مظفر محمودی

، پست .7164971819: ، تلفن(نویسنده مسئول) ، گروه پزشکی مولکولی و بیوتکنولوژی پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی کردستان، سنندج، ایران،یاراستاد .1

 9999 -9997 -9754-5975: کد ارکید، m.mahmoodi@muk.ac.ir: الکترونیک

-1788 -9417: نوین پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز، ایران، کد ارکید های یفناوراستادیار، گروه مهندسی بافت و علوم سلولی کاربردی، دانشکده علوم و . 7

9994-9999 

 چکیده

زیرا اکسیژن و مواد غذایی را برای تومور فراهم  ؛لازم است جامدبرای متاستاز و رشد تومورهای  زایی رگ :زمینه و هدف

 ضدو بسیاری از داروهای دارای اثر  دارویی در درمان سرطان استهای  مکانیسم ینتر مهمیکی از  زایی رگ ضداثر . کند می

 Astragalus) ناخنک گیاه داروییدر  با مکانیسم مشابهی که یبا در نظر گرفتن فعالیت ضد تومور. اند شدهشناسایی  زایی رگ

hamosus با نام اختصاری (A. hamosus) های  سلولروی بر این گیاه  سایتوتوکسیک و آپوپتوتیک اتشناسایی شده است، اثر

در این مطالعه مورد  در مقایسه با مدل کشت دو بعدیمدل ژل فیبرین سه بعدی  در یک  (HUVEC)انسان  یناف دیور الیاندوتل

 .ه استبررسی قرار گرفت

مورد بررسی قرار  MTTآنالیز با استفاده از  HUVECبر روی  میت سلولیسجهت تست  ناخنک ی عصاره: ها روشمواد و 

، بیان تایم آزمایش ریلهمچنین با استفاده از . بررسی آپوپتوز، چرخه سلولی و تکثیر سلولی استفاده شدبرای فلوسایتومتری . گرفت

 .ارزیابی شد Bcl-2 همچنین و 7و  6، 4های کاسپازمرتبط با آپوپتوز مانند های  ژن

. کاهش پیدا کردای  به طور قابل ملاحظه ناخنک ی عصاره IC50بعد از تیمار با غلظت  HUVEC یها سلولبقا و تکثیر  :ها یافته

. متوقف شددو بعدی بیشتر از مدل سه بعدی در مدل  G0/G1در فاز  HUVECسلولی در ی  آنالیز فلوسایتومتری نشان داد که چرخه

، ناخنکی  عصاره همچنین بعد از تیمار با. کاهش دادبعدی  سهرا بخصوص در کشت  Ki-67بیان  ،فعالیت ضد تکثیر سلولی عصاره

 افزایش پیدا کرد که این امر توسط فلوسایتومتری ودو بعدی در مقایسه با مدل کشت بعدی  سهسطوح آپوپتوز در مدل کشت 

 .شد یدتائ تایم ریل

اعمال اثرات سایتوتوکسیک و آپوپتوتیک با جلوگیری از تکثیر تواند با  می ناخنک ی عصارهبر اساس نتایج، : گیری نتیجه

تواند خصوصیات ضد تکثیر سلولی و ضد  می بعدی سههمچنین، ژل فیبرین . جهت درمان تومور استفاده شود عروقی یها سلول

 .شبیه سازی کنددو بعدی آپوپتوزی تومورها را بهتر از محیط کشت 

 اکسلتکلیاپ ،، آپوپتوززایی رگ، ناخنک: کلیدی کلمات
  71/6/1197:پذیرش 16/6/1197:اصلاحیه نهایی 41/8/1197:وصول مقاله
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 مقدمه

, 1). است یکی از علل اصلی مرگ و میر در جهانسرطان 

ژنتیکی در مجموعه تغییرات ها  انواع سرطاندر تمامی  .(7

که مکانیسم مولکولی  افتد می اتفاقو بافت سرطانی ها  سلول

 ایمنیهای  دهد و تعادل بین سلول می سالم را تغییرهای  سلول

که منجر به التهاب مزمن و  زدهبه هم  را سالمهای  و سلول

ریز محیط . (5-4)شود  می در نهایت تومورهای بدخیم

، تکثیر زایی رگتومور، تشکیل نقش مهمی در شروع تومور 

 یزن جوانه. (8)پاسخ به درمان دارد  و نیز سلول، آپوپتوز

 (9)تشکیل عروق خونی جدید از عروق پیشین است عروقی 

در فرایندهای مختلف  زیادیقش و از نظر فیزیولوژیکی ن

 . (6)پاتولوژیکی شامل رشد تومور و متاستاز دارد 

در تومورهای جامد، مواد غذایی و مسیرهای بالقوه برای 

و دلیل  شود می فراهم زایی رگگسترش تومور از طریق 

. (7)بیماران سرطانی است ضعیف در  آگهی یشپاصلی 

تا فاکتورهای امروزه بسیاری از مطالعات در تلاش هستند 

را شناسایی کنند  زایی رگ ی کننده یتحماترویج کننده و 

 . (11, 19)تا مانع از رشد تومور و متاستاز شوند 

یک داروی شیمی درمانی ( Paclitaxel, PTX)پاکلیتاکسل 

به عنوان اولین خط ای  سرطان است که به طور گسترده

. شود می بدخیم استفادههای  درمانی برای بسیاری از سرطان

همچنین فعالیت ضد توموری بالایی علیه بعضی از 

 سارکوم بدخیم نادر مانند آنژیو سارکوما وهای  سرطان

 گروهبه پاکلیتاکسل  .دارد (Kaposi’s Sarcoma) کاپوسی

بود که وارد تاکسانی تعلق دارد و اولین  داروهای تاکسان

. را گرفت FDAی  کارآزمایی بالینی شده و تاییدیه

به زیر واحد بتای توبولین پلیمریزه شده متصل پاکلیتاکسل 

توبول در توبولین را  یواحدها یرزشده و سرعت تفکیک 

ها  به سلولآن بنابراین، تزریق میکرومولار ؛ کند میمهار 

را در ها  میکروتوبول شده و سلولهای  منجر به تشکیل باندل

همچنین پاکلیتاکسل . (17) کند میمیتوز متوقف ی  مرحله

قابل توجهی داشته و نسبت به  زایی رگ ضدفعالیت 

 ودارد اندوتلیال فعال شده فعالیت سایتوتوکسیک های  سلول

. را مهار کندها  تواند مهاجرت سلولی و تشکیل مویرگ می

و  VEGFرهایش پاکلیتاکسل به علاوه، نشان داده شده که 

Ang-1 توموری مهار کرده و ترشح های  را توسط سلول

را به ریز محیط تومور  (TSP-1) 1-تروموبواسپوندین 

 .(17)دهد  یم افزایش

ضد سرطان به  درمانی یمیشبا در نظر گرفتن اینکه داروهای 

زیادی برای های  ، تلاشزنند می آسیبنیز نرمال های  سلول

برای شناسایی ترکیبات طبیعی و عوامل سنتزی مرتبط 

. (14)جلوگیری از گسترش و عود سرطان انجام گرفته است 

داروهای  زایی رگپیش ی  مزایای بالقوه زیادیشواهد 

نیز تومور  زایی رگ که یدرحال، اند هگیاهی را نشان داد

به . (15, 11)مهار شود ها  ممکن است توسط اجزای فعال آن

 برای زایی رگضدعنوان مثال فعالیت 

Rehmannia glutinosa ،Cimicifuga foetida  و

Albatrellus confluens  از طریق مسیرهای مختلف

 .(18)شناسایی شده است 

ترکیبات دارویی سنتی در درمان التهاب و درد تعدادی از 

توان به  می از آن جملهکه  اند هبود مؤثردر مدل حیوانی 

مطالعات . (19) اشاره کرد (A. hamosus) ناخنک

متانولی  ی عصارهی اکسیدان آنتیفعالیت فارماکولوژیکی 

ترکیبات فرار  به طوری که (16) اند هتأیید کردرا  ناخنک

ی قابل توجهی را بر ضد لوکمی اکسیدان آنتیآن فعالیت 

 د که شدت فعالیت آن بهدارن در انسان لنفوسایتیک حاد

ارزیابی اثر ضد تکثیر سلولی . (17)بستگی دارد غلظت 

سرطانی را های  سلول ریتکثمهار  ناخنکمتانولی  ی عصاره

. (79)غلظت این عصاره نشان داده است  برحسب

توانند تیمار  می فلاونوئیدهای مشتق شده از این گیاه

نتایج . بهبود ببخشندکبدی را در رت های  کارسینومای سلول

 یسرکوب مارکرها دیتشد که این عصاره باداده است نشان 

آزاد باعث ممانعت های  و رادیکالموجود در سرم  یمیآنز

نتایج متاآنالیز . (71)شود  می کبدیهای  کارسینومای سلول

ی  مطالعات تصادفی نیز نشان دادند که داروی گیاهی بر پایه

در ترکیب با تواند اثر بخشی درمان سرطان را  می ناخنک

تحقیق ی  محققان در زمینه. (77)شیمی درمانی افزایش دهد 

کنند  می استفادهسه بعدی کشت های  سرطان اکنون از مدل
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سلول و  –فیزیولوژیکی سلول های  برهمکنشتوانند  میکه 

بهتر نشان را ها  انواع بافتماتریس خارج سلولی  –سلول 

پلیمری های  به عنوان شبکهها  هیدروژل. (74) دهند

 استفادهها  سه بعدی از بافتهای  ایجاد مدلدوست برای  آب

طبیعی و سنتزی ساخته شده از مواد هیدروژل  انواع. شوند می

شده  یمهندس بعدی سهتومور  های یطمح یزر جادیا یبرا

سرطانی های  و رشد سلول زایی رگکه از  اند شدهاستفاده 

تنظیم برای  حمایت کرده و حمایت مکانیکی و شیمیایی را

فیبرینوژن . (71)کنند  می فراهمماتریس رفتار تومور درون 

شود و  می یکوپروتئین بزرگی است که در پلاسما یافتگل

، برهمکنش سلول و فیبرینولیزنقش حیاتی را در انعقاد خون، 

 کند میایفا  سمپاسخ التهابی، ترمیم زخم و نئوپلا، ماتریس

به دلیل داشتن ساختار فیبری در فیبرینی های  هیدروژل. (75)

 و تقلید ماتریس خارج سلولی یا میکرومتریابعاد نانومتری 

 به عنوان ریز محیط مصنوعی استفادهای  به طور گسترده

 .(78)شوند  می

 کرده ورا استخراج  ناخنک عصاره، (78)قبلی ما ی  در مقاله

آن را بر ضد  IC50استروئیدهای کلی آن را شناسایی کردیم، 

و یک مدل  سرطان سینه محاسبه کردیم MCF-7های سلول

را برای ارزیابی اثر مهاری بهتر عصاره بعدی  سهژل فیبرین 

درون مدل  MCF-7ی  انکپسوله شدهروی اسفروئیدهای 

ات سایتوتوکسیک و در این مطالعه، اثر. ایجاد کردیم

در  زایی رگدر مهار  مؤثر ناخنک ی عصاره آپوپتوتیک

 .مقایسه شدپاکلیتاکسل بررسی شده و با  بعدی سهیک مدل 

 ها روشمواد و 
 ناخنکتهیه عصاره 

ما  قبلیی  در مقاله ناخنک ی عصارهتهیه و مشخصه یابی 

گیاه ی  میوه ،به طور خلاصه. (78) ه استتوضیح داده شد

توسط  PMP-3610به صورت کد هرباریوم گونه ) ناخنک

تهران اختصاص  یدانشگاه علوم پزشک یداروساز ومیهربار

و  داده شدماساژ  درصد 99 اتانولدر  (است داده شده

 ن برای فزایش غلظتفیلتر شدعصاره به دست آمده پس از 

خشک شده  ی عصارهسپس  .قرار داده شددر وکیوم خلاء 

های  تا غلظتدرآمد سوسپانسیون به صورت در آب دیونیزه 

مقدار )استروئیدها مقدار کل . از آن ساخته شودمختلف 

درصد وزنی با تست ب برحس( استروئیدها و کلسترول

Lieberman-Bouchard 188/9 تعیین شد و به صورت 

 .گزارش شد وزنی-درصد وزنی
 ها کشت سلول

از بانک  (HUVEC)اندوتلیال ورید نافی انسان های  سلول

. خریداری شدند (تهران، ایران)پاستور تهران انستیتو سلولی 

سرم  %19غنی شده با  DMEMکشت  در محیطها  سلول

همگی )استرپتومایسین  -سیلین یپن %1و  (FBS)ی گاو نیجن

 در انکوباتورها  سلول. کشت داده شدند( Gibco شرکتاز 

o دمای) و شرایط عمومی کشت سلول
C 49، و  %75 رطوبت

CO2  روز  سهنگهداری شدند، محیط کشت هر ( %5به مقدار

بعد از رسیدن به تراکم ها  سلول و تعویض شدبار  یک

 .پاساژ داده شدند درصد 69-85سلولی 

  MTTبا استفاده از آنالیز  IC50های  تعیین غلظت

در  سلول در هر چاهک 5999 با غلظت HUVECهای  سلول

کشت داده شدند و تحت شرایط عمومی  خانه 78های  پلیت

سپس . ساعت کشت داده شدند 71کشت سلول به مدت 

 ی عصاره از g/ml 599و  759، 175، 87,5های  غلظت

 و 95/9، 91/9، 995/9های  و غلظت (79) ناخنک

mol/ml1/9  تهیه شدند و جداگانه  (76) پاکلیتاکسلاز

بعد . بررسی شدند( غلظت مهارکننده) IC50ی  برای محاسبه

جایگزین  MTT با محلول ها مایع روی سلولساعت،  97از 

 تیمحلول نمک فسفات با خاصدر  mg/ml 5/9)شدند 

oساعت در  1و به مدت ( (PBS) یبافر
C 49 بعد . انکوبه شد

از  l 159در فورمازان های  ، کریستالحذف مایع روییاز 

DMSO (Sigma‐Aldrich)  حل شدند و سپس جذب نوری

 EL340با استفاده از میکروپلیت خوان  nm 599در 

(BioTek, USA) های  گیری شد تا غلظت اندازهIC50 

 .محاسبه شوند

 طیتومور در شرا زایی رگ یسنجش سه بعد

 یشگاهیآزما

 طیدر شرا زایی رگ یلوله برا لیسنجش تشک

 یشگاهیآزما
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، ما ترکیبات مختلفی از (78)قبلی ی  در مقاله منتشر شده

که بعدی  سهفیبرین را برای ساخت یک مدل های  ژل

سرطان  یعیبافت طبلاستیک نزدیک به خصوصیات ویسکوا

ما، ترکیب های  با توجه به یافته. را داشت آنالیز کردیم نهیس

مناسب قابل قبول بعدی  سهزیر برای یک مدل ژل فیبرین 

 M199 ،l 49محلول  ml 1در فیبرینوژن  mg 8: بود

کلسیم  l 15، (بافر سدیم M 1در  U/ml 179)ترومبین 

برای ساخت  l 15.(FBS)و  %(CaCl2 (w/v )1)کلراید 

، محلول فیبرینوژن به یک پلیت بعدی سهیک مدل فیبرین 

کشت منتقل شد، سایر اجزاء اضافه شدند و مخلوط به مدت 

oساعت در دمای  1
C 49 انکوبه شد . 

با استفاده از یک  HUVECهای  سلول زایی رگهای  فعالیت

به ( FBSمحیط فاقد فاکتورهای رشد یا )کشت اولیه محیط 

مویرگی ساعت قبل از انجام سنجش تشکیل لوله  71مدت 

 FBS 19%+ با گلوکز بالا  DMEM)در محیط کشت کامل 

بعد از جدا کردن . تحریک شد( %1ها  آنتی بیوتیک+ 

از سطح فلاسک با استفاده از تیروزیناز  HUVECهای  سلول

در پلیت  l/well 799)بعدی  سهو ساخت مدل ژل فیبرین 

مجددا در  (cell/ml 195 × 7)جدا شده  یها سلول، (انهخ 78

از سوسپانسیون  l 199و قرار گرفته محیط کشت کامل 

ی  با تشکیل یک شبکه. سلولی به هر چاهک اضافه شد

به صورت جداگانه با ها  ساعت، نمونه 71عروقی بعد از 

 97برای  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصاره IC50های  غلظت

ی  هر تیمار روی شبکه یرتأثسر انجام، . ساعت تیمار شدند

 Olympus BX61عروقی با استفاده از میکروسکوپ 

phase-contrast (Olympus Corporation, Japan)  بررسی

بر تشکیل لوله  ناخنکی  برای بررسی اثر عصاره .شد

در سه ناحیه مجزا و از  ها مویرگی در آزمایشگاه، طول لوله

ساعت با میکروسکوب نوری  97بعد از هر نمونه سه بار 

 ImageJها با استفاده از نرم افزار  ابعاد لوله. بررسی شدند

 .بررسی شدند

سلولی، تکثیر سلولی و ی  آنالیز فلوسایتومتری چرخه

 آپوپتوز

های  با غلظت HUVECهای  ساعت تیمار سلول 97بعد از 

IC50 ناخنک ی عصاره (gr/ml 9/544)  پاکلیتاکسلو 

(M/ml 917/9) آوری  جمعمایع رویی ، خانه 8 در پلیت

مایع جدا شدند و به  با تریپسینه کردنچسبنده های  شد، سلول

های  سپس، سلول. شده انتقال داده شدند یآور جمعرویی 

برده شده و سپس به  سرد فرو PBSدرون برداشت شده 

تا  نگهداری شده %99اتانول  l 599مدت یک شب درون 

به ها  سلولبعد از این مرحله، . شود یکسانسلولی ی  چرخه

 l 599سانتریفیوژ شدند، در  rpm 7999دقیقه در  5مدت 

PBS  حاویg 59  ازRNase A (g/ml 1/9 ) و 

Propidium Iodide (g/ml 91/9  ،PI ) به مدت نیم ساعت

oدر تاریکی در دمای 
C 75 سلولی ی  انکوبه شده و چرخه

 FACSتوسط فلوسایتومتر  DNAمحتوای . آنالیز شد

Caliber  تعیین شد(CyFlow SL, Partec, Germany)  و

. آنالیز شدند Mو   G0 ،G1  ،Sدر فازهای مختلف ها  سلول

 . سه مرتبه تکرار شدندها  آزمایشی  همه

به ها  سلولساعت،  97برای آنالیزهای تکثیر سلول، بعد از 

oدقیقه در دمای  19مدت 
C 75  با پارافرمالدهید فیکس

-anti بادی سرد حاوی آنتی PBSدر ها  سپس سلول. شدند

Ki-67 شده با  دار نشانFITC (BD Biosciences, USA)  به

oدقیقه در دمای  49حالت تعلیق درآمدند و به مدت 
C 1 

شسته شدند  PBSتیمار شده با های  سپس سلول. انکوبه شدند

واکنش نداده بادی   آنتیهای  و سانتریفیوژ شدند تا مولکول

 . حذف شوند

های  برای شناسایی درصد سلول Vآنکسین  -PIآنالیز 

HUVEC ساعت  97بعد از . در فاز آپوپتوز به کار گرفته شد

 ی عصاره IC50های  با غلظت HUVECهای  تیمار سلول

به  PIو  Vآنکسین ، واکنشگرهای پاکلیتاکسل و ناخنک

 49برداشته شده اضافه شدند و به مدت  HUVECهای  سلول

با ها  سپس سلول. داری شدند دقیقه در یخ و در تاریکی نگه

PBS  تکنیک فلوسایتومتری قرار شسته شدند و تحت

شده با استفاده از  دار نشانهای  رسانس سلولئوفلو .گرفتند
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 ,FACS Calibur) شدند یریگ اندازهیک فلوسایتومتر 

Becton Dickinson, San Jose, CA ( توسط ها  و داده

 . آنالیز شدند FlowJo افزار نرم

 برای آنالیز آپوپتوز  (qPCR)تایم  آنالیز ریل

و  initiativeآپوپتوز های  برای ارزیابی بیان ژن qPCRآنالیز 

executive یزولابه همین منظور، محلول تر. انجام شد 

(Invitrogen, USA) (Invitrogen, USA)  برای استخراج

RNA فیبرین که های  شده روی ژلکشت داده های  از سلول

تیمار  پاکلیتاکسل و ناخنک ی عصاره IC50های  با غلظت

پس از سنتز . شدند، طبق دستورالعمل سازنده استفاده شد

DNA  مکمل(cDNA) با استفاده از کیت First Strand 

cDNA Synthesis (Takara, Korea) 6، 4های بیان کاسپاز 

با استفاده کنترل داخلی به عنوان ژن  β-globinو  Bcl-2، 7و 

و سیستم  SYBR-Green (Takara, Korea)از کیت 

StepOne Real-Time PCR (Applied Biosystems, 

USA )پرایمرهای پیشرو والی ت 1جدول در . آنالیز شدند

. آمده استفوق الذکر های  ژن (ریورس)و پیرو ( فوروارد)

بیان  qPCR یها کلیسبرنامه زمانی و تعداد  7در جدول 

هدف های  محاسبه شده از ژن Ctمقادیر ی  همه. شده است

2، ای مقایسه Ctنرمالایز شدند و روش  β-globinبا ژن 
-ΔΔCt 

 . ژن استفاده شدنسبی ، برای آنالیز بیان 

 آنالیزهای آماری 

شدند و در سه آزمایش مستقل انجام ها  آزمایشی  همه

 mean ± standard deviation (SD)به صورت ها  داده

ها به  پس از بررسی نرمال بودن توزیع داده. گزارش شدند

با استفاده از آزمون آماری های  مقایسهیلک، و-یروشاپروش 

ANOVA one‐way به همراه آزمون Tukey's post hoc  با

 .انجام شدند 95/9سطح معنی داری 

 

 
 تایم پرایمرهای استفاده شده برای ریل. 1جدول 

Gene  Accession No. Primer sequence (5'3') Size (bp) Annealing(°C) 

Caspase 

9 
NM_001278054.2 

F: GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT 177 87 
R: CAACGTACCAGGAGCCACTCTT 

Caspase 

8 
NM_001372051.1 

F: GAAGAGGGTCATCCTGGGAGA 117 81 
R: TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC 

Caspase 

3 
NM_001354783.2 

F: GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG 118 81 
R: GCATCGACATCTGTACCAGACC 

BCL2 NM_000633.3 
F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT 179 87 

R:GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 

β-globin NM_000518 
F: CACCTTTGCCACACTGAGTGAG 1997 81 
R: CCACTTTCTGATAGGCAGCCTG 

 

 Real-Time PCRواکنش  یزمان-ییبرنامه دما. 2جدول

Cycles Time(S) Temperature(ºC) Cycle Step 

1 600 95 Initial Denaturation 

45 10 95 Denaturation phase 

60 60-65 Annealing phase 

20 72 Extension phase 
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 نتایج 
روی  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصاره IC50های  غلظت

 HUVECهای  ولسل

برای  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصارهغلظت  یساز نهیبهبرای 

 یها سلول روی IC50بیشتر، مقدار  های یشآزمااستفاده در 

HUVEC  با در نظر . محاسبه گردیدساعت  97به مدت

جذب گروه کنترل،  عنوان بهتیمار نشده های  گرفتن سلول

روی  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصارهنرمال شده برای 

منحنی بر  انطباقبا  IC50نمودار نشان داده شد تا مقادیر 

نشان ( 1شکل ) MTTنتایج . آید به دست MTTهای  داده

 پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصارهدادند که با افزایش غلظت 

با توجه به . کاهش پیدا کرد HUVECهای  مانی سلول زنده

 پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصارهبرای  IC50، مقادیر 1شکل 

 .بودند M/ml 917/9و  gr/ml 9/544به ترتیب 

تشکیل لوله  بر ناخنک ی عصاره زایی رگضداثر 

 مویرگی 

فیبرین، روی سطح ژل  HUVECهای  سلول نشاندنبعد از 

روز شروع به جوانه زدن کردند و  1-7طی ها  سلول

ی را تشکیل دادند کیطناب مانند کوتاه و بار یساختارها

و  ناخنک ی عصارهتیمار با  که یحالدر  ) A-7 شکل)

در مقایسه با گروه کنترل تیمار نشده منجر به  پاکلیتاکسل

(. Cو  B-7 شکل)ی شد رگیشبکه لوله موتشکیل اختلال در 

از تشکیل  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصاره IC50های  غلظت

به ترتیب  >991/9pو  >91/9p)ای  لوله به میزان قابل ملاحظه

 آوردندممانعت به عمل ( برای عصاره ناخنک و پاکلیتاکسل

نسبت به عصاره ناخنک  اثر قویتری پاکلیتاکسلالبته  ؛

(95/9p<) داشت ( 7شکل-D). 

 HUVECهای  سلولسلولی در ی  فازهای چرخه

و  ناخنک ی عصاره یکنندگ سرکوببرای بررسی اثر 

سلولی، ی  چرخه توقفطی  تکثیر سلولیبر  پاکلیتاکسل

با بعدی  سهو دو بعدی کشت  در HUVECهای  سلول

سلولی با ی  شدند و اختلال در چرخه تیمار IC50های  غلظت

تغییرات آشکار را در  4شکل . فلوسایتومتری آنالیز شد

در هر فاز ها  و در صد سلول سلولیی  درصد فازهای چرخه

 نشان (G2/Mو  G1/G0 ،Sفازهای )سلولی ی  چرخه

را  توقف توانستند پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصاره. دهد می

در  G0/G1 تحریک کنند و در صد فاز G0/G1 در فاز

در مقایسه با گروه کنترل به بعدی  دو بعدی و سههای  کشت

در . (>9991/9p) توجهی کاهش پیدا کردمیزان قابل 

موجب افزایش در  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصارهمقایسه، 

 >9991/9p) دو بعدیدر هر دو کشت  S و G2/M فازهای

برای  >95/9pبرای عصاره ناخنک در هر دو فاز و 

برای هر دو  >9991/9p) بعدی و سه (Sپاکلیتاکسل در فاز 

 .شدند (ماده در هر دو فاز

های  روی سلول ناخنک ی عصارهاثر ضد تکثیر سلولی 
HUVEC 

 ی عصاره تیمار شده با HUVECهای  سرعت تکثیر سلول

تحت شرایط  IC50های  در غلظت پاکلیتاکسلو  ناخنک

. تعیین شد Ki-67با آنالیز بیان  بعدی دو بعدی و سهکشت 

 Ki-67نشان داده شده است، بیان  1همانگونه که در شکل 

، بخصوص در کشت HUVECی  تیمار شدههای  در سلول

ای  ، در مقایسه با گروه کنترل به طور قابل ملاحظهبعدی سه

بیشتر شرایط  یرتأث رغم یعل. (>9991/9p) کاهش یافت

روی قابلیت ضد تکثیر سلولی هر دو عامل، بعدی  سهکشت 

تیمار شده با  HUVECهای  در سلول Ki-67 بیان

 ی عصاره تیمار شده باهای  نسبت به سلول پاکلیتاکسل

 .کمتر بود ناخنک

 HUVECهای  القای آپوپتوز در سلول

 ی عصاره تیمار شده با HUVECهای  شاخص آپوپتوز سلول

 Vآنکسین  -PIبا  IC50های  ر غلظتد پاکلیتاکسلو  ناخنک

ترین  گروه کنترل پایین .توسط فلوسایتومتری آنالیز شد

 بعدی دو بعدی و سهسطح آپوپتوز را دارا بود که آپوپتوز 

و  آپوپتوز اولیه %1/4) %7/71 کلی آن به ترتیب

و  آپوپتوز اولیه %74/1) %66/9و ( آپوپتوز ثانویه6/16%

در هر دو مدل کشت (. 5شکل) بودند( آپوپتوز ثانویه% 75/5

ش موجب افزای پاکلیتاکسل، تیمار با بعدی دو بعدی و سه

مانی  و کاهش زنده (>9991/9p) قابل ملاحظه در آپوپتوز

 . شد ناخنکدر مقایسه با گروه ( >9991/9p)سلولی 
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و بیان  7و  6، 4های کاسپاز)آپوپتوزی های  علاوه بر این، ژن

 HUVECیها سلولدر ( Bcl-2پروتئین ضد آپوپتوزی 

نشان دادند که بیان ( 8شکل ) تایم ریلنتایج . بررسی شدند

تیمار شده با  HUVECهای  کاسپاز در سلولهای  ژن

 ی عصارهتیمار شده با های  نسبت به سلول پاکلیتاکسل

ای  در مدل کشت دو بعدی به طور قابل ملاحظه ناخنک

به ترتیب برای  >991/9pو  91/9، 991/9) بیشتر بود

به طور ها  اگرچه بیشتر ژن. (4و  6، 7کاسپازهای 

دو در مقایسه با کشت بعدی  سهدر کشت  یا ملاحظه قابل

 7و  4کاسپاز های ژن بیانمیزان افزایش بیان داشتند، بعدی 

 . بیشتر بود پاکلیتاکسلتیمار شده با  HUVECهای  در سلول

 

 بحث

فرایندهایی است که اکسیژن و  ینتر مهمیکی از  زایی رگ

و  کند میتومور فراهم های  مواد غذایی کافی را برای سلول

نقش مهمی را در القای متاستاز و پیشرفت سرطان ایفا 

ات آپوپتوتیک و در این مطالعه ما اثر. (6) کند می

را در مدل ژل فیبرین  ناخنک ی عصاره سایتوتوکسیک

مقایسه  پاکلیتاکسلآنالیز کرده و آن را با اثر  بعدی سه

و  ناخنک ی عصاره IC50به همین منظور، دوزهای . کردیم

سلولی، تکثیر ی  چرخهو سپس  تعیین شدند پاکلیتاکسل

 IC50های  در غلظت HUVECهای  سلولی و آپوپتوز سلول

 .مطالعه شدند

در ژل فیبرین  ناخنک ی عصارهبا  HUVECهای  تیمار سلول

شد، به مویرگی منجر به تشکیل ناکامل ساختار لوله  بعدی سه

به در مقایسه با گروه کنترل تیمار نشده ها  طوری که لوله

ی تر نقاط انشعاب کمتر و طول لوله کوتاه یطور قابل توجه

 ناخنک ی عصاره به علاوه، نتایج نشان دادند که. داشتند

سلولی در هر ی  چرخه توقفرا طی ها  توانست تکثیر سلول

رغم  علی. سرکوب کند بعدی دو بعدی و سهدو مدل 

G0/G1  کمتر وS  وG2/M  تیمار شده باهای  در گروهبیشتر 

نسبت به گروه کنترل، مدل  پاکلیتاکسلو  ناخنک ی عصاره

در  G0/G1 توقفروی ای  اثر قابل ملاحظهبعدی  سهفیبرین 

در  ناخنک ی عصاره تیمار شده با HUVECهای  سلول

بسیاری از  .داشت پاکلیتاکسلمقایسه با گروه تیمار شده با 

اند که فلاونوئیدهای موجود در عصاره  مطالعات نشان داده

های کلیدی مسیر  ی آنزیمهای بالقوه ناخنک مهارکننده

، تیروزین کیناز و Cپروتئین کیناز  ها آن. باشند انتقال پیام می

همچنین بر روی بسیاری از  ها آن. کنند لیپید کیناز را مهار می

مسیرهای متابولیکی مانند مسیر گلیکولیز و سنتز پروتئین 

گذارند و موجب القا توقف چرخه سلولی در  می یرتأث

G1/G0  وM/G2 شوند می. 

بخصوص مارکر تکثیر سلولی  عنوان به Ki-67 همچنین، بیان 

 کنترلهای  در مقایسه با گروه بعدی کشت سههای  در سلول

 یدتائتایم  ریلآنالیزهای فلوسایتومتری و . کاهش یافت

آپوپتوز را افزایش و  ناخنک ی عصاره کردند که تیمار با

 بعدی دو بعدی و سهزنده مانی سلول را در هر دو مدل 

به طور بعدی  سهدر مدل  ثانویهآپوپتوز . کاهش داد

 که یدرحالبود، دو بعدی بیشتر از مدل  یا ملاحظه قابل

کمتر ای  به طور قابل ملاحظهبعدی  سهدر مدل  اولیه وزآپوپت

که  هایی مکانیسم ترین مهمیکی از . بوددو بعدی از مدل 

فلاونوئیدهای موجود در عصاره ناخنک ممکن است 

اثراتشان را از طریق آن اعمال کنند اثر متقابل بر روی 

 .است( P450مانند سیتوکروم ) 1های متابولیزکننده فاز آنزیم

ها را فعال  ها قادرند تعداد زیادی از پروکارسینوژن این آنزیم

فلاونوئیدها . شوند منجر به کارسینوژنزیس می نهایتاًکنند که 

را مهار  CIP2و  CIP1مانند  P450د های متعد ایزوآنزیم

بر علیه آسیب سلولی  احتمالاًبنابراین فلاونوئیدها  ؛کنند می

آید، نقش  بوجود می ها که توسط فعال شدن کارسینوژن

مانند  7های متابولیز کننده فاز القا آنزیم. محافظتی دارند

 UDPترانسفراز، کوئینون ردوکتاز و  Sگلوتاتیون 

های عمل  گلوکورونیل ترانسفراز یکی دیگر از مکانیسم

ها در  دانیم این آنزیم که می طور همان. فلاونوئیدها است

اثر )ز بدن نقش دارندهای آزاد ا و حذف رادیکال زدایی سم

علاوه بر این (. بازدارندگی فلاونوئیدها برعلیه کارسینوژن ها

قوی آروماتازها  مهارکنندگان عنوان بهبرخی از فلاونوئیدها 

 .اند گزارش شده
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در  7و  6، 4 کاسپاز های ژن ، بیانqPCRبر اساس آنالیز 

یا  ناخنک ی عصاره تیمار شده با HUVEC های سلول

بعد از تیمار . تیمار نشده بودهای  بیشتر از سلول پاکلیتاکسل

در مدل کشت  6، کاسپازپاکلیتاکسلیا  ناخنک ی عصاره با

اگرچه . افزایش یافتدو بعدی بیشتر از مدل کشت  بعدی سه

افزایش یافت، بیان  بعدی سهدر مدل کشت  Bcl-2سطح بیان 

 . آن برای هر دو گروه تیمار قابل ملاحظه نبود

مختلف  یها بافتاز حجم  ییدرصد بالا که رومافقدان است

 یدوبعدکشت  یتمحدود ینتر عمده شود، یرا شامل م

نقص انتقال مواد  یزو ن یباعث نقص ساختار است که

داخل  یدوبعد صورت بهها  سلول رشدهمچنین . شود یم

 های یهها با لا سلول یرینز یهو عدم ارتباط لا ظرف کشت

 است یدوبعدکشت  یدیکل های یتمحدود یگراز د یگرد

. ارتباط ندارند یکدیگربا  یطور واقعه سلول ب به طوری که

ارتباط سلول  یکدیگر،با  ها سلول تباطار یر کشت دو بعدد

و صورت نگرفته  یبه درست یبافت یانم یعما یرتأثو  یسبا ماتر

انجام  یحطور صحه ب یزن یبافت یزرشد و تما درنتیجه

تومور و  یزمحیطر یساز یهو شب یطراح برای. گیرد ینم

 یها بافت یها سلول یمناسب برا یبعد ساخت داربست سه

استفاده  یمختلف سنتزیو  یعیطب یمرهایمختلف از پل

بارزش  یاتخصوص یلدله ب یبرینف یانم ینکه در ا شود یم

 یفراوان ینیکیکل یکاربردها یدارا یبرینف. استمطلوب تر 

ژل  به صورتستفاده از آن شهرت آن ا یشتریناما ب ؛بوده

 یخارج سلول یسماتر یاز اجزا یکی یبرینف .(77) است

آن به نوع تومور  یدست که تولجامد ا یاز تومورها یاریبس

 یحضور اختصاص .دارد یآن بستگ یریگ و مرحله شکل

 یها درماندر  یدر تومورها آن را به موضوع جذاب یبرینف

 یها مدلساخت  یبرا یو ماده مناسب (49) ضد سرطان

 (41) تومور یزمحیطر سازی یهشب یبرا تقلید یستز یبعد سه

 های یافتهطبق  .کرده است یلتبد (47) یعروق یها شبکه یا

 یمان توانست زنده یبعد سه یبرینیژل ف یق،تحق ینا

زنده  یها سلولرا بهبود بخشد و تعداد  HUVEC یها سلول

 یابیارز یاییو پا پذیری ینانکه اطم( 7شکل )دهد  یشرا افزا

 ناخنکو  یتاکسلپاکل اثرات سایتوتوکسیک و آپوپتوتیک

 .کند یم ینرا تضم یقتحق یندر ا

 ناخنکاثرات گیاه ی  مطالعات مختلفی تاکنون درباره

 به خاطر ناخنک ی عصارهسنتی، طب در . است شده انجام

آن برای درمان  یضدالتهابو  اکسیدان های آنتی فعالیت

 .(7, 44)است وابسته به التهاب تجویز شده های  بیماری

 ناخنکد التهابی فعالیت ضآزمایشگاهی برخی از مطالعات 

انصاری و . (41) اند به اثبات رساندهرا روی التهابات حاد 

را روی آرتروز بررسی کردند و  ناخنکهمکارانش روغن 

تواند درد را در بیماران مسن  می اعلام کردند که این روغن

از  یاریبس. (15)با آرتروز خفیف تا متوسط تسکین دهد 

مختلف  که ترکیبات اند نشان داده ریاخ یمطالعات غربالگر

ساکاریدها،  مانند پلی ناخنک ی عصاره ود درموج

در . ضد توموری دارندخاصیت و فلاونوئیدها ها  اسپانونین

ضد  یرتأثو همکاران انجام شد،  Tianکه توسط ای  مطالعه

دارای های  را روی موش ناخنکپلی ساکاریدهای  یسرطان

ضد توموری را بین  نرژیکاثر سی و بررسی H22تومور 

آدریامایسین مشاهده و آستراگالوس ساکاریدهای  پلی

روی طحال  آدریامایسین ات جانبیکه اثر و دریافتند کردند

یافت کاهش  H22دارای تومور های  و تیموس در موش

 astragaloside IVنشان داده است که تحقیقات . (11)

وابسته به دوز و زمان صورت را به  Vav3.1تواند بیان  می

های  سلولبه میزان زیادی در  Vav3.1 ژن .کاهش دهد

 با ینیلاز نظر باشود که  می بیان سرطان تخمدان یادیبن

محققان همچنین . (18) مرتبط است این سرطان بینی یشپ

مقاومت دارویی تواند  می astragaloside IIکه  اند هدریافت

نقش کمکی در پاسخ به  سرطانی را کاهش و یها سلول

. (19) داشته باشد را سرطان کبد درمانی یمیشدرمان 

 ناخنکتجربی نشان دادند که فلاونوئیدهای های  داده
را  K562 myelogenousلوکمی های  توانند تکثیر سلول می

 .(16)مهار کنند 

 درمانی یمیش یاکثر داروها سمیت سلولی یتاگرچه فعال

شود، چون عوامل  زایی رگباعث ضد یتواند تا حد یم

 یدارا یباتباشند ترک زایی رگممکن است واسطه  یمتعدد
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 دارند یمحدود یاثربخش ییبه تنها زایی رگضد یتخاص

 یمیاییش یباتاز ترک یاز مخلوط یعیطب یها عصاره. (45)

 یرهایدارند و مس ییافزا اند که اثرات هم شده یلفعال تشک

هستند،  یلدخ زایی رگرا که در شروع و تداوم  یمتعدد

نشان داده است  یقاتتحق .(48, 45) دهند یمقرار  یرتأثتحت 

عروق در  یلاز تشک یریجلوگ یرغمعل یاهیمشتقات گ

و عوارض  یعیبر بافت طب یا عمده یاثر سم یچتومورها ه

 فنلی یپل یا یفنل یباتترک . (45)قابل توجه ندارند یجانب

در  ها آنکه نقش  (49)هستند  یهثانو یاهیگ های یتمتابول

 یرمهاجرت و تکث یا زایی رگمراحل مختلف  یمتنظ

ها یدفلاونوئ. (46) است یدهبه اثبات رس یالاندوتل یها سلول

به طور  فنلی یپل یباتگروه از ترک ینبه عنوان بزرگتر

 شوند یم یافتمختلف آستراگالوس  یگسترده در گونه ها

 یانبا مهار ب یدهافلاونوئ زایی رگضد یتفعال .(47)

و  یراز تکث یریو جلوگ زایی رگ یشپ یاصل یفاکتورها

به طور گسترده مورد مطالعه  یالاندوتل یمهاجرت سلول ها

 ناخنکیدروالکلی عصاره ه .(19, 49)  قرار گرفته است

و  یضد سرطان یها یتاست که فعال یاریبس یشامل اجزا

 یا ها آن ممکن است مربوط به خود ها آن زایی رگضد

اثرات  ین،علاوه بر ا. در بدن باشد ها آن یها یتمتابول

در  یشگاهیآزما یطعصاره در شرااین مشاهده شده از 

 تعیین برای لازم استکه  بررسی شد یکروگرمم مقادیر

. تحقیقات بیشتری انجام شودثر در داخل بدن ؤم یها غلظت

 یها یشآزما ی،سه بعد یبرینبهتر مدل ژل ف یجنتا یرغمعل

 ینتیکتوانند اثرات فارماکوک ینم ییبه تنها یشگاهیآزما

به طور کامل نشان دهند و  تنی را در شرایط درون یواقع

 .شودگرفته  یدهناد یدنبا یوانیمدل ح یکدر  یشترب ارزیابی

 

 گیری نتیجه

برای کنترل  زایی رگضددر این مطالعه در مورد اهمیت 

را  ناخنک ی عصارهپیشرفت سرطان صحبت کردیم و اثر 

. و تشکیل لوله عروقی بررسی کردیم HUVECروی تکثیر 

مناسب توانست بعدی  سهژل فیبرین به عنوان یک ریز محیط 

 ی عصاره .را بهبود ببخشد ناخنک ی عصاره عملکرد آپوپتوز

های  بقای سلولای  به طور قابل ملاحظه ناخنکهیدروالکلی 

HUVEC  در مقایسه با کشت  بعدی سهرا در مدل ژل فیبرین

فعالیت آپوپتوزی ی  کاهش داد و نشان دهندهدو بعدی 

بررسی فعالیت . بود ناخنک عصاره ترکیبات استروئید در

نشان داد  بعدی دو بعدی و سهکاسپاز در هر دو مدل کشت 

اثرات آپوپتوزی خودش را در مسیر  ناخنک ی عصاره که

اثر به  نیا( 7کاسپاز مثلاً)کار گرفته است ه داخلی آپوپتوز ب

به علاوه، این . مشخص بود یسه بعد نیبریدر ژل ف ژهیو

را  HUVECهای  تکثیر سلولای  عصاره به طور قابل ملاحظه

دو بعدی در مقایسه با مدل کشت  بعدی سهدر محیط کشت 

را روی تشدید اثر بعدی  سهکاهش داد و اثر مثبت شرایط 

در این . کرد یدتائ ناخنک ی عصاره ضد تکثیر سلولی

 ات مختلف سایتوتوکسیک و آپوپتوتیکمطالعه، اثر

سلولی در ی  چرخه توقفو اثر آن روی  ناخنک ی عصاره

دو ژل فیبرین به وضوح مشاهده شد و در مقایسه با کشت 

در نتیجه، ژل فیبرین توانست به عنوان . نشان داده شد بعدی

در مطالعه  ییپاسخ دارو یابیارزیک داربست مناسب 

ما نشان داد که استفاده از های  داده. کار روده ب سرطان

 یها سلولبا جلوگیری از تکثیر داروی گیاهی ممکن است 

عروقی، توقف چرخه سلولی و فعال کردن مسیرهای 

داشته  اثر مثبت زایی رگمختلف آپوپتوز در جلوگیری از 

 و ناخنک ی عصاره زایی رگضدمکانیسم  کهباشد هر چند 

اعمال  قیدق نگیگنالیس ریمسضد تکثیر سلولی و های  فعالیت

 شتریب قاتیتحق همچنین،. هنوز مشخص نیستند اثرات نیا

 .است ضروریآن  کیضد نئوپلاست لیپتانس نییتع یبرا

 

 تشکر و قدر دانی

تهران  یدانشگاه علوم پزشکمعاونت پژوهشی از  سندگانینو

 همچنین مطالعه فوق با کد اخلاق .کنند می تشکر

IR.TUMS.VCR.REC.1397.980  در دانشگاه علوم

 .پزشکی تهران به ثبت رسیده است
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