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Abstract 
     Background and Objectives: Cancer is one of the most serious causes of death, and breast 

cancer is the most common malignancy among women. Medicinal plants can play a vital role in 

cancer treatment. Many effective cancer drugs today are derived from natural plant products. 

This study evaluates the cytotoxic effect of Pterocarya fraxinifolia leaf methanolic extract. It 

also evaluates its effect on the expression of the P21, BID, BCL-2, RB1, and MDM2 genes in the 

MCF-7 breast cancer cell line. 

Methodology: Extraction was done from 20 grams of dried and powdered leaves exposed to air 

by the soaking (maceration) method using pure methanol and after 24 hours in an incubator 

shaker at a speed of 120 rpm, temperature of 25°C and in the dark. After filtering and drying the 

extract, 5 mg of the resulting dry substance was dissolved in 1 ml of RPMI-1640 medium. After 

re-filtration, it was stored as a stock to prepare different concentrations. MCF-7 breast cancer 

cell lines and HGF-1 as a normal cell line were cultured in RPMI1640 medium containing FBS 

10% (w/v), penicillin antibiotics, streptomycin 1% (w/v), and at 37°C temperature and 5% 

carbon dioxide pressure in an incubator. These cells were exposed to various concentrations of 

methanolic extract from Pterocarya fraxinifolia leaves for 24 hours. Cell survival rate was 

assessed with MTT colorimetric assay, and expression of genes involved in apoptosis (P21, 
BID, BCL-2, RB1, MDM2) in cancer cells treated with IC25 concentration of plant extract was 

evaluated by real-time PCR technique. RNA extraction from MCF-7 and HGF-1 cells was 

performed according to the RNX-plusTM kit instructions. cDNA synthesis was performed using 

Fermentase Company's kit (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit) and according to its 

instructions. In this study, the GAPDH gene was used as an internal control. 

Results: The results of the MTT assay showed that the Pterocarya fraxinifolia (Poir) spach leaf 

methanolic extract had a concentration-dependent cytotoxic effect on MCF-7 breast cancer 

cells, and during the experiment, with increasing drug concentration, the effect of cytotoxicity 

increased in both cancer and normal lines and high inhibition was observed at concentrations of 

1000 and 1200 μg.ml-1. The IC50 of Pterocarya fraxinifolia methanol extract against MCF-7 

and HGF-1 cell lines was 452.1 and 479.2 μg.ml-1, respectively. Real-time PCR results showed 

that treatment with the Pterocarya fraxinifolia plant extract enhanced the expression of the P21 

gene, while expression was nearly constant in extract-treated normal cells. The BID gene 

expression was increased in cancer cells treated with the plant extract. In contrast, normal cells 

under the influence of the extract showed a slight decrease in gene expression. The plant extract 
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decreased the expression of the BCL-2 gene in cancer cells, whereas the expression of this gene 

in normal cells did not change significantly under the extract. The RB1 gene expression was not 

significantly altered in healthy cells after plant extract treatment but increased in the cancer cell 

line MCF-7. MDM2 gene expression in cancer cells treated with plant extract remained 

unchanged, whereas it slightly increased in healthy cells treated with extract. 

Conclusion: This study provides an overview of how Pterocarya fraxinifolia extract can inhibit 

cancer cell growth. This study confirms the inhibitory activity of the plant's methanolic extract 

on breast cancer cells. With further investigation, the plant compounds may one day be used to 

treat cancer. 
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 چکیده
گياهان دارويي ترين بدخيمي در بين زنان است. بيماری سرطان يکي از عوامل مهم مرگ و مير و سرطان سينه شايع :هدف و سابقه

ی طبيعي هاردهوآدر درمان سرطان از فرمؤثر نقش مهمي در درمان سرطان داشته باشند. امروزه بسياری از داروهای  توانندمي

 Pterocaryaيت سلولي عصاره متانولي برگ درخت ارزيابي اثر سمّ ،آيد. هدف از اين پژوهشاستخراج شده از گياهان بدست مي

fraxinifolia  1ی هاژنبيان و تأثير آن برP2 ،BID ،2-BCL ،RB1  وMDM2  7در رده سلولي سرطان پستان-MCF .است 
از )ماسراسيون( با استفاده خيس کردن گرم برگ خشک شده و پودر شده در معرض هوا به روش  21از  گيریعصاره :روش و مواد

و در تاريکي انجام  گرادسانتيدرجه  21دور در دقيقه، دمای  521ساعت در شيکر انکوباتور با سرعت  24متانول خالص و پس از 
حل شده و بعد  RPMI-1640محيط  ليترميلي 5گرم از ماده خشک حاصل در ميلي 1شد. پس از فيلتراسيون و خشک کردن عصاره، 

 HGF-1 و MCF-7 ي سرطان سينهسلول یهاردهی مختلف ذخيره شد. هاغلظتعنوان استوک برای تهيه ، بهدوبارهاز فيلتراسيون 
سيلين، های پنيبيوتيک)وزني/حجمي(، آنتي FBS 51%همراه با  RPMI1640در محيط کشت  يعيطب يعنوان رده سلولبه

 هاسلولاکسيدکربن در انکوباتور کشت شدند. اين دی %1و فشار  گرادسانتيدرجه  93)وزني/حجمي(، در دمای  %5استرپتومايسين 
ف از عصاره تام متانولي برگ گياه لرگ قرار گرفتند. بقای سلولي با استفاده از ی مختلهاغلظتساعت در مجاورت  24به مدت 

 ماريتحت ت يسرطان یهاسلولدر ( P21 ،BID ،BCL-2 ،RB1 ،MDM2ی دخيل در آپوپتوز )هاژنو بيان  MTTسنجي آزمون رنگ
، طبق HGF-1و  MCF-7ی هاسلولاز  RNAاستخراج  ارزيابي شد. Time PCR-Realبا استفاده از روش  اهيعصاره گ 25ICبا غلظت 

 RevertAid First Strand CDNA) با استفاده از کيت شرکت فرمنتاز cDNAسنتز  شد. انجام TMplus-RNX کيتدستورالعمل 

Synthesis Kit)  در اين پژوهش از ژن  .گرديدو طبق دستورالعمل آن انجامGAPDH عنوان کنترل داخلي استفاده شد.به 
يت سلولي وابسته به غلظت بر روی سلول نشان داد که عصاره متانولي برگ درخت لرگ، اثر سمّ MTTنتايج حاصل از آزمون  :جینتا

يت سلولي در هر دو لاين سرطاني و نرمال افزايش داشته و در طي آزمايش با افزايش غلظت دارو اثر سمّ MCF-7سرطان سينه رده 
 Pterocarya عصاره متانولي برگ 50ICمشاهده شد. مقدار  ليترميليميکروگرم بر  5211و  5111ی هاغلظتيافت. بالاترين مهار در 

fraxinifolia برای رده سلولي MCF-7  وHGF-1نتايج حاصل از محاسبه شد.  ليترميليميکروگرم بر  2/433و  5/412ترتيب ، به
و افزايش داشته  Pterocarya fraxinifoliaه در اثر تيمار عصاره گيا MCF-7ی هاسلولدر  P21بيان ژن آزمون بيان ژن نشان داد که 

افزايش ی سرطاني تيمار شده با عصاره گياه هاسلولدر  BIDبيان ژن ثابت بوده است. تقريباً در سلول نرمال تحت تيمار عصاره 
اعمال  ی سرطانيهاسلولدر  .ن ژن نشان دادنددر بيان ايرا ثير عصاره کاهش جزئي أی نرمال تحت تهاسلولدر صورتي که  ،يافت

در عصاره تغيير چنداني نداشت. تأثير ی نرمال تحت هاسلولشده اما بيان اين ژن در  BCL-2عصاره گياه سبب کاهش بيان ژن 
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تيمار عصاره ، MCF-7 يسرطان یهاسلول تغيير چنداني نکرد اما در ه گياهتحت تيمار عصار RB1ژن  انيبی نرمال ميزان هاسلول
در صورتي  ،بدون تغيير ماندتقريباً  ی سرطاني تحت تيمار عصاره گياههاسلولدر  MDM2. بيان ژن موجب افزايش بيان اين ژن شد

 که در سلول سالم تحت تيمار عصاره، بيان اين ژن افزايش اندکي يافت.
ی سرطاني است. نتايج هاسلولدر مهار رشد  Pterocarya fraxinifoliaای برای رسيدن به کاربرد گياه اين تحقيق مقدمه :یریگجهینت

رسد با تحقيقات به نظر ميرو، ازاينی سرطان پستان است. هاسلولحاصل از اين پژوهش مؤيد اثر مهاری عصاره متانولي اين گياه بر 
 توان از ترکيبات آن در درمان سرطان استفاده کرد.بيشتر در آينده، مي

 
  .سرطان ضد، MCF-7رده سلولي ، MTTآزمون  آپوپتوز، ي،سلول کشت ،گياهان دارويي های کلیدی:واژه

 

 مقدمه
علت  نياول و ميتومور بدخ نيترعيشا پستانسرطان     

در  آن بروزو  در زنان استسرطان از  يناش ريمرگ و م
با  ليدل نيبه هم، است شيتمام مناطق جهان در حال افزا

، که منجر به بهبود آن درمان وشناسايي در  شرفتيپوجود 
ي هاآگ د،يجد يدرمان یهاروش، شودمي ريمرگ و م ميزان

 et Smolarz)آن حياتي است زود هنگام  شناسايي بخشي و

, 2022al.). مشترک ازجمله  ياساس علائم هاسرطان بيشتر
 ر،يتکث یهابودن به مسدودکننده مقاوم کنترل نشده، ريتکث

 شيافزا نامحدود، ريتکث ،و مرگ سلولي فرار از آپوپتوز
 يکيعنوان به آپوپتوز،ستازی دارند. و گسترش متايي زارگ

 یزيربرنامه يمرگ سلول یندهايافر نيترشدهاز شناخته
و  شودمي يسلول ريمرگ و تکث نيحفظ تعادل ب موجبشده، 

 یبرای است که از دو مسير اصلي اچند مرحله فرايندی
تکه شدن منجر به تکهکه  ييدادهايآبشار از رو کي جاديا

. کندمي، استفاده شودمي یاهسته یو غشا نيکرومات
در  نديافر نيا یالقا یبرا يراه یجستجو ن،يبنابرا

در  هامولکولهدف قرار دادن و  يسرطان یهاسلول
در ممانعت از  یديمف هایاثر تواندمي آپوپتوز یرهايمس

و  ديجد یکرديروو  سرطان داشته باشد پيشرفترشد و 
ضد سرطان و  ديجد یداروها ييشناسا یکارآمد برا

 et al.Rajabi ,)است از مقاومت به درمان  یريجلوگ

، نشانگرهای مولکولي BCL-2خانواده پروتئيني  (.2021
آيند و نقش شمار ميريزی شده سلول بهمهم مرگ برنامه

اساسي را در تنظيم مسير داخلي آپوپتوز در ميتوکندری 
 هاپروتئينای از خانواده دارای طيف گستردهدارند. اين 

ی پيش آپوپتوزی و هاپروتئينهستند و به دو دسته 
(. Pang, 2023) شوندميی ضد آپوپتوزی تقسيم هاپروتئين
Bax ،akB ،Bad ،-Bcl ی شاملآپوپتوز شيپ یهاپروتئين

Xs ،Bid ،Bik ،Bim  وHrk  ی ضد آپوپتوز یهاپروتئينو
 Mcl-1و  Bcl ،XL-Bcl ،W-Bcl ،W-Bcl ،1-Bfl-2شامل 
 وزآپوپت ضدو  وزآپوپتپيش  یهاپروتئين نيتعادل باست. 

. ؟ريخ ايآپوپتوز آغاز شود  ايآ کندمي نيياست که تع
بهم  Bcl-2در خانواده  هاپروتئين نيکه تعادل ب يهنگام

دچار  هاسلول نيآپوپتوز در ا ميتنظ جهيخورد، در نتيم
 کياز حد  شيب انيب ليبه دل تواندمي نيا و شودمياختلال 

چند  اي کي انيکمبود ب ايضد آپوپتوز  نيوتئچند پر اي
 ,Wong) دو باشد از هر يبيترک اي یآپوپتوز شيپ نيپروتئ

با  BCL-2ی ضد آپوپتوزی مانند هاپروتئين .(2011
به داخل سيتوزول و  Cجلوگيری از انتشار سيتوکروم 

از طريق پيشرفت  BIDی پيش آپوپتوزی مانند هاپروتئين
et  Romero‐Flores) کنندمياين مسير، آپوپتوز را تنظيم 

, 2022al.) ژن .MDM2  نکوژني، عمل تنظيمي ابا فعاليت
منفي بر روی کنترل چرخه سلولي، مسيرهای آپوپتوز، 

ی دخيل در هاپروتئينو  P53پروتئين سرکوبگر تومور 
را  RB1دارد و پروتئين سرکوبگر تومور  DNAاصلاحات 

بيش از حد  هاسرطانبيشتر . اين پروتئين در کندميمهار 
خوب  يهدف MDM2بنابراين مهار فعاليت ژن  ،شودميبيان 

 RB1 .(2022et al. Ilic ,) برای درمان سرطان است
ی هاسلولسرکوبگر تومور رتينوبلاستوما نام دارد و در 

 (.2017et al.Babu -Subash ,) شودميسرطاني غيرفعال 
P21 ای است که باعث توقف چرخه سلولي نيز مهار کننده
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ولي در شرايط  شودميها در پاسخ به بسياری از محرک
 زايي را افزايش دهدتکثير سلولي و سرطان تواندميخاص 

(Abbas & Dutta, 2009)منابع با اهميتي  ييدارو اهان. گي
 ييايميش یازجمله داروها ،بخشديام داروهایکشف  یبرا

 یاز داروها %11 اًبيتقر. هستندکننده سرطان  یريگشيپ
بدست  يطب سنت یبر مبناو  اهانياز گ رياخ يدرمانيميش

 یدارا اناهيگ از يهر قسمت .( 2018et al.Sahu ,) اندآمده
است که  هيثانو یهاتيخاص و انواع متابول ييخواص دارو

 ءفايها و ساخت داروها ایماريدر درمان انواع ب ينقش مهم
مشتق شده از  يعيواد طبم(.  2023et al.Pammi ,) کندمي

 اريبس جينتای درماني هاروشساير با  سهيدر مقا اناهيگ
 et Balkrishna) انددر مبارزه با سرطان نشان داده يخوب

, 2023al..) نيمانند و يضد سرطان باتياز ترک یاريبس 
 تياند و موفقجدا شده اهانياز گ نيبلاست نيو و نيستيکر

 et al.Ukwubile ,) اندهکردرا ثبت  يقابل توجه يدرمان

 Pterocarya fraxinifoliaي لرگ با نام علم .(2020

(Poir) spach است. جنس  رانيدر شمال ا يبوم ياهيگ
( از خانواده گردو  KunthPterocarya)  «لرگ»
(eaeandacJugl( راسته سداب ،)Rutalesز ،)رده  ري
 هایا( و رده دو لپهDialypetales) هاگلبرگيب
(Dicotyledones) از گونه 51 چيزی در حدودباشد و مي 

گونه گياه درختي در شرق و  6جهان و  در جنس اين
از  fraxinifolia  .Pو گونه  وجود داردغربي آسيا جنوب

رويد مي (گيلان و مازندران)های شمال کشور آنها در جنگل
(Abbas & Dutta, 2009). یدارا اهيگ نيا يعصاره برگ 

ي ضد قارچ تيفعالو ( Fathi, 2015) يکروبيضد م تيفعال
در  .(Ebrahimi & Parvinzadeh Gashti, 2015)است 

برگ اين درخت، به دليل  تحقيقي مشخص شد که عصاره
داشتن ميزان بالايي از فنول و فلاونوئيد دارای فعاليت 

اکسيداني است. همچنين ترکيبات شيميايي اسانس برگ آنتي
ها معرفي کردند ترپنها و سزکوييرا مونوترپن

(, 2009et al. Ebrahimzadeh)ای ديگر. در مطالعه، 
در گياه لرگ  ساقه و عصاره برگ فنلي کل در محتوای

اين . در ( 2017et al.Akhbari ,)بالا گزارش شد  بسيار

مطالعه اثر سيتوتوکسيک عصاره متانولي برگ درخت لرگ 
و  HGF-1و سالم  MCF-7 سرطان سينه سلوليهای لاين بر

 و P21 ،BID ،2-BCL ،RB1 یهاژن انيب نيز اثر آن بر
MDM2 های مذکور بررسي شد.در لاين 

 
 هامواد و روش

 تهیه عصاره گیاه
آوری گرديد. های گيلان جمعبرگ گياه لرگ از جنگل    

گرم برگ خشک شده در معرض هوا به  21از  گيریعصاره
)ماسراسيون( با استفاده متانول خالص در  کردن روش خيس

ساعت در  24و  گرادسانتيدرجه  21دور در دقيقه،  521
 لتريف یهر عصاره با استفاده از کاغذهاتاريکي انجام شد. 

Aldrich)-Whatman® Grade 42 (Sigma و  هشد لتريف
در  بعددوار تغليظ و  لأخحلال آن در دستگاه تقطير در 

گرم از ماده خشک ميلي 1انجمادی، جدا شد. کن خشک
حل شده و بعد از  RPMI-1640حاصل در محيط 

ميکرون،  22/1سرنگي  فيلتراسيون با فيلتر استريل سر
 ی مختلف ذخيره شد. هاغلظتاستوک برای تهيه  عنوانبه
 

 کشت سلول 
 HGF-1 و MCF-7 ي سرطان سينهسلول یهارده    
 هيته رانيا يستياز مرکز منابع ز يعيطب يرده سلول عنوانبه

همراه  RPMI1640ی سلولي در محيط کشت هاردهاين  .شد
سيلين، های پنيبيوتيک)وزني/حجمي(، آنتي FBS 51%با 

درجه  93و در دمای  )وزني/حجمي( %5استرپتومايسين 
دی اکسيد کربن در انکوباتور کشت  %1و فشار  گرادسانتي
 .شدند

 
  MTT آزمون

  MTTسددنجي مدداني توسددط آزمددون رنددگصدد زنددده در    
دی فنيدل تترازوليدوم برومايدد( تعيدين      -)دی متيل تيدازول 

و مورفولدوژی مطلدوب   بده تعدداد    يابيدسدت  گرديد. پس از
و پوشيده شدن بستر فلاسک از سلول، لايه سدلولي   هاسلول

جددا و   EDTA-چسبيده به کف فلاسدک توسدط تريپسدين   
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 آزمدون ی زندده بدا اسدتفاده از    هدا سلولشمارش و ارزيابي 
در  ليترميليسلول در هر  3×451 تريپان بلو انجام شد. تعداد

 در خانده مخصدوص کشدت سدلولي      36های پليدت  چاهک
 FBS 51%همراه بدا   RPMI-1640 طياز مح تريکروليم 511

سيلين، استرپتومايسدين  های پنيبيوتيک)وزني/حجمي(، آنتي
و فشار  گرادسانتيدرجه  93)وزني/حجمي( و در دمای  5%
ساعت انکوبده شددند. سدپس     24مدت اکسيدکربن بهدی 1%

 و 5111، 311، 111، 911، 511ی هدداغلظددتعصدداره بددا 
هدا اضدافه شدد.    بده چاهدک   ليتدر ميليميکروگرم در  5211

شداهد يدا    عنوانبههای حاوی سلول و بدون عصاره چاهک
 مدار يت)وزني/حجمدي(   DMSO 51% بدا تنهدا  گروه کنتدرل  

 عنوانبههای فاقد سلول و حاوی محيط کشت . چاهکشدند
کشدت   طيسداعت، محد   24پس از  بلانک در نظر گرفته شد.

 شددامل  یگدداو نياز سددرم جندد تددريکروليم 15و  هشددد جدددا
به هر چاهدک از   MTT از معرف ليترميليگرم در يليم 2/1

 ساعت انکوبده گرديدد. بعدد از     4مدت پليت اضافه شد و به
جدا شده و بده هدر چاهدک     هاسلولت محيط رويي ساع 4

اضافه شد. پس از  %5/1 ديسولفوکسليمتیدميکروليتر  511
 دقيقه، جذب ندوری ترکيدب فورمدازان در طدول مدوج       51
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عصاره نسبت به  تأثيری تحت هاسلولماني درصد زنده
با استفاده از  ای دريافت نکرده بودنديي که عصارههاسلول

 .فرمول زير محاسبه شد
 

  %OD= 
𝑶𝑫بلانک−𝑶𝑫 چاهک های تحت تأثير عصاره

𝑶𝑫 بلانک−𝑶𝑫 کنترل
× 100 

  
 Time PCR-Realو  RNAاستخراج 

هدا از  يدک از عصداره   هر 50ICبه منظور بررسي بيان ژن، ابتدا     
محاسبه شد. سدپس از روی   GraphPad Prism 8افزار طريق نرم
محاسبه شده و از اين غلظدت بدرای تيمدار     25ICمقدار  ،مقدار آن

بدرای لايدن سدلولي سدالم و      25ICاستفاده شدد. ميدزان    هاسلول
 سرطاني از طريق فرمول زير بدست آمد.

 

   𝐼𝐶25 =
𝐹

100−𝐹

 𝐻
× 𝐼𝐶50 

 
F:  مقدارIC  مورد نظر وH :Hill Slope 

که  HGF-1و  MCF-7ی هاسلولاز  RNAاستخراج 
از عصاره گياهي  25ICساعت در معرض غلظت  24مدت به

انجام  TMplus-RNXقرار گرفته بودند، طبق دستورالعمل کيت 
 درجه منتقل شد. -31 راستخراج شده به فريز RNAو 

 با استفاده از کيت شرکت فرمنتاز cDNAسنتز 
(RevertAid First Strand CDNA Synthesis Kit)  و

 طبق دستورالعمل آن انجام شد. 

و  P21 ،BID ،BCL2 ،RBی هاژنطراحي پرايمر برای 
MDM2 داده  گاهياساس پابرNCBI افزار نرم قيو از طر

primer3  انجام شد. همچنين از ژنGAPDH ژن  عنوانبه
اطلاعات توالي پرايمرهای  5مرجع استفاده شد. در جدول 

 ده شده است.ی هدف و مرجع آورهاژناختصاصي 
 با استفاده از کيت time PCR-Realهای واکنش

qPCRMix-SinaSYBR Blue HS  شامل چرخه 41در  
درجه  C°34سازی اوليه در دمای دقيقه واسرشته 9

 ، C°34سازی در دمای ثانيه واسرشت 91، گرادسانتي
ثانيه  91و  C°61-11ی در دماثانيه برای اتصال پرايمر  21

 LightCyclerدر دستگاه  C°32برای طويل شدن در دمای 

96 (Roche) .انجام شد 
 

 آماری وتحلیلتجزیه
تصادفي و  لاًدر قالب طرح کام MTTهای آزمون

 SAS افزارنرم قيها از طردادهصورت فاکتوريل انجام شد. به
 يها تحت آزمون توکنيانگيشدند و م وتحليلتجزيه 3نسخه 

ها به صورت ميانگين انحراف استاندارد داده. گرديدند سهيمقا
از سه آزمايش مستقل ارائه شدند. از دوکسوروبيسين 

يي که تنها هاسلولداروی استاندارد استفاده شد و  عنوانبه
شاهد  عنوانبهبدون دارو تيمار شدند  RPMIو  DMSOبا 

استفاده  های بيان ژن باداده وتحليلتجزيهدر نظر گرفته شد. 
 انجام شد.  ΔΔCt-2 رابطهاز فرمول ليواک و از طريق 
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 های هدف و مرجعتوالی پرایمرهای ژن -1جدول 
Table 1. Primer sequences of target and reference genes 

Annealing 

temperature (°C) 
/Forward 

Reverse Primer sequence 
accession Gene 

number 
Gene 

name 

56 F 3’-CCTACTGGTGTTTGGCTTCC-5’ 
NM_197966.3 BID 

R 3’-GCCTCTATTCTTCCCAAGCG-5’ 

56 F 3’-TCACAGATTCCAGCTTCGGA-5’ 
NM_002392.6 MDM2 

R 3’-GCACGCCAAACAAATCTCCT-5’ 

57.3 F 5’-GGATGTCCGTCAGAACCCAT-3’ 
NM_001374511.1 P21 

R 3’-GTGGGAAGGTAGAGCTTGGG-5’ 

56 F 3’-TTCTTTGAGTTCGGTGGGGT-5’ 
NM_000633.3 2-BCL 

R 3’-CTTCAGAGACAGCCAGGAGA-5’ 

57 
F 3’-GGACCCAGAGCAGGACAG-5’ 

NM_001407165.1 RB1 
R 3’-ACAGATTCCCCACAGTTCCT-5’ 

57 F 3’-TCACCAGGGCTGCTTTTAAC-5’ 
NM_001357943.2 GAPDH 

R 3’-GGACTCCACGACGTACTCAG-5’ 

 

 

 

  تریلیلیم در کروگرمیم 1111 با ماریت ساعت 24 از( b) بعد و( a) قبل MCF-7 یسرطان یهاسلول یمورفولوژ -1 شکل
 Pterocarya fraxinifolia اهیگ برگمتانولی  عصاره

Figure 1. Morphology of MCF-7 cancer cells before (a) and after (b) treatment with 1000 μg.ml-1 of  
Pterocarya fraxinifolia leaf methanol extract for 24 hours 

 
 نتایج

دهد که ی سرطاني نشان ميهاسلولنتايج مورفولوژی      
عصاره متانولي برگ درخت لرگ باعث ايجاد تغييرات در 
شکل ديواره سلولي، کاهش سطح سلولي و مهار رشد 

به سطح پليت و به  هاسلولو تغيير چسبندگي  هاسلول
اقد عصاره )کنترل( ايجاد ی فهاسلوليکديگر در مقايسه با 

ی هاسلول(؛ که نمايانگر مرگ bو  a -5کرده است )شکل 
باشد. اين تغييرات با کشت شده، تحت تيمار عصاره مي
 افزايش غلظت عصاره افزايش يافت.

يت سلولي در طي آزمايش با افزايش غلظت دارو اثر سمّ
که در  طوریبه ،در هر دو لاين سرطاني و نرمال بالا رفت

ی هاسلولتمامي  اًتقريب ليترميليميکروگرم بر  5211غلظت 
اين اثر به مقدار کمتری  ،سرطاني از بين رفتند. در عين حال

برای (. همچنين 2شکل های نرمال مشاهده شد )وللدر س
ی مختلف داروی استاندارد هاغلظتمقايسه ميزان کشندگي 

 ،نتايج(. براساس 9دوکسوروبيسين محاسبه شد )شکل 
يت ی مختلف عصاره و سمّهاغلظتمشخص شد که بين 

 (.2)جدول  وجود داردداری سلولي رابطه معني

a b 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1755203697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1755203697
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=-2049599275
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1676440496
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  Pterocarya fraxinifolia درخت متانولی برگمختلف عصاره  یهااثر غلظت یانسوار یهتجز -2 جدول
  MCF-7 و سرطانی HGF-1رده سلولی نرمال  مهار رشدبر 

Table 2. ANOVA of different concentrations of Pterocarya fraxinifolia leaf methanol extract effects on growth 

inhibition of normal HGF-1 and MCF-7 cancer cell lines 

S.O.V. d.f.  S.S. M.S. 

A (Cell line) 1  54.79 54.79n.s. 

B (Extract concentration) 6  49506.17 8251.03** 

A×B 6  410.2 68.37** 

Experimental error 28  481.13 17.18 

C.V. (%) 8.87 
n.s. and **: non-significant and significant at 1% probability level, respectively 

 

 
  Pterocarya fraxinifoliaیت سلولی عصاره متانولی برگ درخت اثر سمّ -2شکل 

 ساعت 24بعد از  MCF-7 و سرطانی HGF-1رده سلولی نرمال  یرو

Figure 2. Cytotoxic effect of Pterocarya fraxinifolia leaf methanol extract on normal HGF-1 and MCF-7  

cancer cell lines after 24 hours 
Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Tukey test). 

 

 
 ساعت 24 از بعد MCF-7 و سرطانی HGF-1رده سلولی نرمال  یرو نیسیدوکسوروب استاندارد یدارو یسلول تیسمّ اثر -3 شکل

Figure 3. Cytotoxic effect of standard drug doxorubicin on normal HGF-1 and MCF-7  

cancer cell lines after 24 hours 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Tukey test). 
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 عصاره برگ درخت لرگ برای رده سلولي 50ICمقدار 
7-MCF  1و-HGFميکروگرم  2/433و  5/412ترتيب ، به

 دوکسوروبيسين برای رده سلولي 50ICو مقدار  ليترميليبر 
7-MCF  1و-HGF ميکروگرم  73/26و  11/24ترتيب به

عصاره  50ICمقايسه  4 محاسبه شد. در شکل ليترميليبر 
متانولي برگ گياه لرگ در مقايسه با داروی استاندارد 

 ساعت نشان داده شده است. 24دوکسوروبيسين پس از 

 
  Pterocarya fraxinifoliaاثر سمیت عصاره متانولی برگ درخت  IC50مقادیر  -4شکل 

 ساعت  24پس از  MCF-7 و سرطانی HGF-1در مقایسه با داروی دوکسوروبیسین روی رده سلولی نرمال 

Figure 4. IC50 values of toxic effect of Pterocarya fraxinifolia leaf methanol extract compared to  

doxorubicin on normal HGF-1 and MCF-7 cancer cell lines after 24 hours 

Means with common letters are in the same statistical group at 5% probability level (Tukey test). 

 

در اثر تيمار عصاره گياه  P21براساس نتايج، بيان ژن 
ی تحت هاسلوللرگ افزايش داشته است اما اين افزايش در 

ی سرطاني تحت تيمار داروی هاسلولتيمار عصاره کمتر از 
دوکسوروبيسين بوده است. در سلول نرمال تحت تيمار 

که در سلول نرمال  حالي ثابت بوده، در اًتقريبعصاره، بيان 
تحت تيمار داروی استاندارد دوکسوروبيسين افزايش بيان 

 .(a -1مشاهده شد )شکل 
ی تيمار شده با عصاره گياه هاسلولدر  BIDبيان ژن 

اين  ،لرگ و داروی استاندارد دوکسوروبيسين افزايش يافت
 سويي،ثير داروی استاندارد بيشتر بود. از أافزايش تحت ت

ثير عصاره کاهش بيان اندکي نشان أی سالم تحت تهاسلول
ثير داروی استاندارد دوکسوروبيسين افزايش أدادند و تحت ت

 (b -1 )شکل نديافت

اعمال عصاره گياه سبب کاهش  ی سرطانيهاسلولدر 

شد. اين کاهش به مقدار بيشتر در  BCL-2بيان ژن 
ی تحت تيمار داروی استاندارد دوکسوروبيسين هاسلول

نيز اين کاهش در  HGF-1ی نرمال هاسلولمشاهده شد. در 
ی تحت تيمار دوکسوروبيسين مشاهده شد اما بيان هاسلول

تغيير چنداني ی نرمال تحت عصاره هاسلولاين ژن در 
 .(c -1 نداشته است )شکل

 ی سرطانيهاسلولعصاره در ثير أتتحت  RB1بيان ژن 
7-MCF  ی سرطاني هاسلولافزايش يافته و اين افزايش در

تيمار شده با داروی دوکسوروبيسين بيشتر بوده است. در 
ی نرمال نيز ميزان بيان اين ژن تحت تيمار عصاره هاسلول

ه ولي تحت تيمار داروی دوکسوروبيسين تغيير چنداني نداشت
 .(d -1 ی سالم مشاهده شد )شکلهاسلولافزايش بيان در 

ی سرطاني تحت تيمار هاسلولدر  MDM2بيان ژن 
تحت  هاسلولثابت ماند ولي در اين  اًتقريبعصاره گياه لرگ 
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تيمار داروی استاندارد دوکسوروبيسين، بيان اين ژن کاهش 
يافت. در سلول سالم تحت تيمار عصاره بيان کمي افزايش و 

بيان در سلول سالم تحت تيمار داروی استاندارد 
 .(e -1 دوکسوروبيسين کاهش يافت )شکل

 
 p21 (a ،)های و داروی دوکسوروبیسین بر بیان ژن  fraxinifoliaPterocarya تاثیر عصاره متانولی برگ درخت  -5شکل 

2-BCL (b ،)RB1 (c ،)BID (d ) وMDM2 (e ) 1نرمال در رده سلولی-HGF 7 و سرطانی-MCF  ساعت 24پس از 

Figure 5. Pterocarya fraxinifolia leaf methanol extract and doxorubicin effects on p21 (a), BCL-2 (b), RB1 (c), 

BID (d), and MDM2 (e) genes expression in normal HGF-1 and MCF-7 cancer cell lines after 24 hours 
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 بحث
 و تکثيری ضد هایدر اين تحقيق پس از بررسي اثر    
 (Pterocarya fraxinifolia) لَرگ گياه برگ عصاره يتسمّ
و چرخه سلولي  آپوپتوزی دخيل در هاژنبيان برخي از  بر

مشخص ( MCF-7) انسان ی سلول سرطان پستانهاردهدر 
شد که نتايج حاصل با نتايج ديگر پژوهشگران همخواني 

لرگ به روش سوکسله  ياهگ گيریعصارهدارد. در پژوهشي 
-و فراکشن ان يآب ي،متانول ي،اتانول هایتوسط حلال

 يتاثر سمّ ينبالاتر يتانولاکه عصاره کرد  مشخص يبوتانول
وابسته به  يتاثر سمّ ينکمتر يبوتانول-ان يو عصاره فراکشن

نشان ( K562) خون سرطان یهاسلول یز را روود
 ياهگ ينا یهابرگ يو الکل يعصاره آب يتدر نها دهند.مي
درمان سرطان  يليمطالعات تکم یبرا يدکاند يک عنوانبه

 . ( 2014et al.Abedigheshlaghi ,) معرفي شدخون 
 ی سرطانيهاسلولدر اين تحقيق مشخص شد که در 

. از شودمي BCL-2 اعمال عصاره گياه سبب کاهش بيان ژن
يک ژن ضد آپوپتوزی شناخته  عنوانبه BCL-2آنجايي که 

ای مطلوب توان نتيجهشده است، کاهش بيان آن را مي
دانست. در تحقيقات پيشين مشخص شد که در سرطان 

رابطه عکس دارد  BCL-2ان ژن پستان، آپوپتوز با بي
(, 1999et al.Navarro -Gómez) در يک مطالعه عصاره .

ی هاردهبر روی  Melissa officinalis هيدروالکلي گياه
وستات اعمال شد، نتايج بيانگر اثر سلولي ريه، پستان و پر

ی هاسلولدر اين  BCL-2اين عصاره بر کاهش بيان ژن 
که با  (2017et al.Esfahlan -Jahanban ,)بود  سرطاني

مطابقت دارد. در  MCF-7نتايج اين تحقيق روی سلول 
که فراکشن بتولينيک اسيد از  مشخص شد ،ای ديگرمطالعه

در چرخه  تواندمي Dillenia suffruticosaريشه گياه 
وقفه  p53و  p21های سلولي از طريق درگيرکردن پروتئين

داری منجر به افزايش بيان ژن يطور معنايجاد کرده و به
p53  شود؛ همچنين با اثر بر روی مسير سيگنالينگ

و افزايش نسبت  BCL-2ميتوکندری و با کاهش مقدار بيان 
MCF-ی هاسلولباعث بروز آپوپتوز در  BAX/BCL-2ژني 

 .( 2015et al.Foo ,) شودمي 7

ی سرطاني هاسلولدر  P21در اين پژوهش بيان ژن 
 P21تحت تيمار عصاره گياه لرگ افزايش يافت. پروتئين 

عمدتاً با و  ددار يچرخه سلول شرفتيدر کنترل پ ينقش مهم
 يتوقف چرخه سلول ش آن دربا توجه به نق p53 نيپروتئ

و  مانند آپوپتوز يسلول یهابرنامه در نيمرتبط است. همچن
 ,Shamloo & Usluer)دخالت دارد  DNA بيآس به پاسخ

اين است که با توجه  P21ي از وظايف پروتئين ک. ي(2019
 p53سرکوبگر تومور  ريدست مسنييآن در پا تيبه موقع
و  يچرخه سلول G1 مرحلهدر  يمهار چرخه سلول موجب

مهم  هوظيف .شودمي سلول مياز تقس یريجلوگدر نهايت 
و  DNA بيدر ممانعت از آپوپتوز پس از آس ،ديگر آن

 .( 20et al.Rayburn ,05)آن است  ترميم یفرصت دادن برا
و  يسلول ريتکث نيعدم تعادل ب ليکه سرطان به دل يياز آنجا

ژن مهار  کي عنوانبه p21، ژن شودمي جاديا يمرگ سلول
در درمان سرطان است  یديکننده تومور و عامل کل

(, 2016et al.Parveen از سو .)ها نشان بررسي ،گريد ی
اينکه  و علاوه بر در سرطان دارد یانقش دوگانه p21داده 

هم انکوژن  ينيپروتئ تواندمياست،  کننده تومورسرکوب کي
چالش  ن رادر سرطا p21نقش يافتن  موضوع، نيباشد. ا

اثر  کي p21 پروتئين بر حسب مطالعات .کندمي يزبرانگ
 هایو يافته داردی سرطان هادرمان ريسا یبر رو ييافزاهم

سرکوب تومور را  در 21p وجود دارد که عملکرد یمتعدد
. در (Shamloo & Usluer, 2019) نشان داده است

 Rhus عصاره يضد سرطان هایاثرپژوهشي بر روی 

verniciflua  مشخص شد که عصاره باعث مهار رشد
به صورت وابسته به دوز، از طريق القای  MCF-7ی هاسلول

 Kim) شودمي P21و  P53ی هاژنآپوپتوز و افزايش بيان 

, 2019et al.)مشخص شده که بيان بيشتر  ،. همچنينp21 
منجر به  تواندميدر رده سلولي سرطان پستان انسان، 

et Navarro -Gómez)سرکوب رشد تومور و آپوپتوز شود 

, 1999al.) . 

پروتئين سرکوب کننده تومور  عنوانبه ،RB1پروتئين 
ی هاسلولشناخته شده است که در اين تحقيق بيان آن در 

سرطاني تحت تيمار با عصاره برگ گياه لرگ افزايش يافته 
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جلوگيری از رشد  RB1ژن های است. ازجمله فعاليت
باشد. از طريق مهار چرخه تقسيم سلولي مي هاسلولرويه بي

، Sبه  G1 مرحلههمچنين با ممانعت از عبور سلول از 
. نتايج کندميغير طبيعي را مسدود  DNAسازی همانند

نشان داده است که اين  هاسرطانروی شماری از مطالعه بر 
پروتئين عملکرد طبيعي خود را از دست داده است 

(Weinberg, 2013)  و(Giacinti & Giordano, 2006). 
 ای متابوليت ثانويه جدا شده از ساقه گياهدر مطالعه
(Willd.) difoliaTinospora cor  سرطان  یهاسلولدر

7-MCF  ی سرکوبگر تومور هاژنمنجر به افزايش بيانRB1 
و القای  MDM2و  BCL-2ی هاژنو کاهش بيان  P53و 

Subash-) شودميآپوپتوز از طريق مسير ميتوکندريايي 

, 2017et al. Babu). مشخص شد که در  يدر پژوهش
 شودمي يعيطب ريغ انيدچار ب RBژن  ه،يسرطان ر

(, 1999et al.Geradts ). توان نتيجه گرفت که بنابراين مي
جلوگيری از افزايش تقسيم برای افزايش بيان اين ژن اقدامي 

در  BIDبيان ژن  ی سرطان پستان است.هاسلولدر 
ی تيمار شده با عصاره گياه لرگ افزايش يافت. در هاسلول

 یهاسلولدر  BIDژن  انيکه مهار بمشخص شد  ،تحقيقي
 شودميسرطان تخمدان منجر به مقاومت در برابر آپوپتوز 

(, 2010et al.Khaider -Goncharenko). شيافزا ،نيبنابرا 
نظر گرفته  مطلوب در تواندميآزمايش اين ژن در  نيا انيب

که کورکومين منجر به شد  بيان ،ی ديگرادر مطالعه .شود
القای آپوپتوز از طريق مسير ميتوکندريايي و فعال کردن 

اين کاسپاز در مسير داخلي سبب شکسته شده و  7کاسپاز 
؛ اين پروتئين پس از شکافت از شودمي BIDشدن 

سيتوپلاسم به ميتوکندری جابجا شده و در نهايت باعث آزاد 
پوپتوزوم از ميتوکندری و تشکيل آ cشدن سيتوکروم 

 c سيتوکرومو  3 ، کاسپازApaf-1. آپوپتوزوم شامل شودمي
 9سازی کاسپاز اجرايي مانند کاسپاز است که منجر به فعال

 et al.Anto ,) دهدو در نهايت آپوپتوز رخ مي شودمي

ضد  ینشان داده شد که داروها ،گريد يدر پژوهش .(2002
در  BIDژن  انيب یبا اثر بر رو یدياستروئريو غ يالتهاب

 et al.Leibowitz ,)گ نقش دارند سرکوب تومور روده بزر

 انيب زانينشان داده شد که م ،گريد يقي. در تحق(2014
 مبتلا به سرطان روده مارانيب یبنددر طبقه BID نيپروتئ

مرتبط با آنها استفاده  يدرمانيميش افتيبزرگ به منظور در
 .( 2008et al.Sinicrope ,) شودمي

ی سرطاني تحت تيمار هاسلولر د MDM2بيان ژن 
 کي MDM2 انکوژن .ثابت ماند اًتقريبعصاره گياه لرگ 

  p53تياست که فعال p53ي سرکوبگر تومور کننده منفميتنظ

، MDM2. دهديآن را کاهش م یداريرا مهار کرده و پا
p53 ريو مس MDM2-p53 اي یريشگيپ یمستند برا ياهداف 

توان گفت هر چند بيان بنابراين مي .ن هستنددرمان سرطا
ی سرطاني تحت تيمار عصاره برگ گياه هاسلولاين ژن در 

ی سرطاني تحت تيمار داروی هاسلوللرگ همانند 
دوکسوروبيسين کاهش نداشته، اما عدم تغيير در بيان آن 

نکته مثبتي در جلوگيری از پيشروی تقسيمات در  تواندمي
 MDM2 یهااز مهارکننده یاريبسی سرطاني باشد. هاسلول

در برابر  یقو ياثربخش ،يعيمشتق از محصولات طب
 et al.Qin ,) اندنشان داده يمختلف انسان یهاسرطان

 عملکرد انکوژن يبه منظور بررس يدر پژوهش .(1820
MDM2 یدهايوتئگونوکليدر سرطان پروستات، اول 

 گريد یهاسنس به صورت مجزا و همراه با درمانيآنت
 .شدند شيآزما In Vivoو  In Vitro طيسرطان در شرا

با اثر  دهايگونوکلئوتياول نيبود که ا نياز ا حکايت جينتا
 يکي ،سازوکاردو  قي، از طرMDM2 ژن انيبر ب یمهار

موجب توقف رشد ، p53مستقل از  یگريو د p53وابسته به 
 et Wang) شودميی سرطان پروستات هاسلولدر  تومور

, 2003al.). ن بود که انکوژن آاز  حکايت جينتا ،يقيدر تحق
MDM2 به  ييدر مقاومت دارو ينقش مهم تواندمي

 ،دوردست داشته باشد یاستازهامت زيو ن يدرمانيميش
 نشانه کي عنوانبه تواندميژن  نيا نيپروتئ نيهمچن

مشابه استفاده  یهاسرطانمراحل سرطان در  یبرا يصيتشخ
 .(et al. Rayburn, 2005) شود

و در  دارندد  يفيضدع  نشيضد سرطان گز یداروها بيشتر
ی سرطاني منجدر بده آسديب    هاسلولطي اثرگذاری بر روی 

در درمدان   يمشدکل اصدل   نيد ا ،شدوند مدي ی سالم هاسلول



 615    4، شماره 93دارويي و معطر ايران، جلد فصلنامه تحقيقات گياهان 

 

 

 ضدد سدرطان مرسدوم اسدت     یسرطان با استفاده از داروها
(, 2020et al.Ukwubile )مانند  متداول يدرمان یها. روش

 يمبتن يمونوتراپيا و يدرمانيميش ،يپرتودرمان ،يعمل جراح
 يبا اثربخشد  ديجد يبا عوامل ضد سرطان ديبا ،یباديبر آنت

 یحال در کشورها نيکمتر همراه باشند و در ع تيبهتر و سمّ
 صدرفه باشدند  مقدرون بده    نده يدر حدال توسدعه از نظدر هز   

(2018 ,et al.Ochwang’i ) .و  ياهيددگ یهدداعصدداره
 مددوارد ،اناهدديشددده از گمشددتق يعدديطب یهددامولکددول

ضد سرطان  یهادرمان عنوانبهاستفاده  یبرا یادوارکنندهيام
که خواص ضدد   دهدمينشان  ت آزمايشگاهيمطالعا. هستند
 قياز طر ياهيگ یهادر عصاره هيثانو یهاتيمتابول يسرطان

اعمدال   يسرطان یهاسلولآپوپتوز در  یو القا DNA بيآس
ای کدده طددي مطالعدده .( 2021et al.Rajabi ,) شددودمددي

Aghajani  یاجدزا  ييشناسدا بدر روی   (2151)و همکاران 
 يياندددام هددوا یهدداعصدداره يکيولددوژيار و خددواص بفددرّ

.LPterocarya fraxinifolia   ،بده ايدن نتيجده     انجام دادندد
اکسديداني و  رسيدند که عصاره استوني گياه دارای اثدر آنتدي  

ضد ميکروبي بيشتری نسدبت بده عصداره هگزاندي اسدت و      
ترکيبددات ضددد ميکروبددي در برابددر   عنددوانبدده تواندددمددي

های عفوني استفاده شود. ها در درمان بيماریميکروارگانيسم
گياه لرگ دارای اثر ضد  همچنين دريافتند که عصاره هگزاني

در صدنايع غدذايي و    تواندميقارچي و ضد ويروسي است و 
تحقيددق بررسددي اثددر  ايددن . در گددردددارويددي اسددتفاده  

تي عصاره متدانولي گيداه لدرگ بدا اسدتفاده از      يسيتوتوکسيس
 MCF-7ی سرطاني سينه رده هاسلولبر روی  MTTآزمون 

ی متفاوت هاغلظتبرای اولين بار انجام شد. از طريق اعمال 
 مدون  نتدايج آز  سداعت  32و  24هدای  دارويي طدي زمدان  

MTT مداني و  . محاسبه درصدهای زندهشدبررسي و مقايسه
ساعت نشان داد که القای مرگ سدلولي   24کشندگي پس از 

عصاره متدانولي گيداه    در حضور MCF-7ی هاسلولدر رده 
کده در   طدوری بده  ،يابدد داری افزايش مدي يطور معنلرگ به
 اًتقريبد  ليتدر ميلدي ميکروگرم بدر   5211و  5111های غلظت

ثير هدر يدک از   أی سرطاني از بدين رفتندد. تد   هاسلول 31%
 ی نرمدال  هدا سدلول ی مشدخص بدر   هدا غلظدت هدا بدا   تيمار

(1-HGFنشان داد که درصد زنده )   در  هدا سدلول مداني ايدن
ی سدرطاني  هاسلولاز تيمارها در مقايسه با  يکحضور هر 

7-MCF  .بيشتر است 
ی سرکوبگر تومور و هاژنبيان  ،متعاقب اين پژوهش

time -Realي ی دخيل در فرايند آپوپتوز با واکنش کمّهاژن

PCR  .تحت تيمار با عصاره متانولي گياه لرگ بررسي شد
 با عصاره لرگ به مدت  هاسلولنتايج نشان داد که تيمار 

کننده تومور ی سرکوبهاژنساعت منجر به افزايش بيان  24
p21 ،BID ،RB1  بازدارنده القاء  یهاژنو کاهش بيان

 MDM2، همچنين بر روی بيان ژن شودمي BCL-2آپوپتوز 
دهد که اين تحقيق نشان مي .ثيری نداردأدر سلول سرطان ت

يند اعصاره متانولي گياه لرگ دارای نقش کارآمدی در فر
 سرکوب تومور است.
ای برای رسيدن به کاربرد اين گياه در اين تحقيق مقدمه

مطالعات و البته، ی سرطاني است. هالسلومهار رشد 
ی هاسلولثيرات اين گياه بر أيد تأيبرای ت یتحقيقات بيشتر

 سرطاني نياز است.
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