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 28/11/1402تاریخ چاپ:  3/7/1402تاریخ پذیزش:  14/5/1402تاریخ دریافت: 

  
 های کلیدی  شنسلولی، آپوپتوز و بیان  ی بلوط و سیس پلاتیه بر روی چرخه ی میوه ی اثر همسمان عصاره

P21, MMP2, CDK2 سلولی سرطان معده ی در رده 

 
1محمدرضا حجاری، 1، سالار اودرزی1سید وژاد، سید مىصًر 1داری ، حمید گل1ٍمریم مُدی ساسان

 

 
 

‌چکیده

ٍ ّوچٌیي  AGS ی سلَلی آدًَ کارسیٌَم هعذُ درهاًی سیس پلاتیي بر رٍی ردُ ی هیَُ بلَط ٍ ترکیب آى با دارٍی ضیوی ایي هطالعِ، بررسی اثر عصارُ ّذف از اًدام مقدمه:

د P21، CDK2  ٍMMP2ّای کلیذی  آپَپتَز، هتاستاز ٍ بیاى شى ی سلَلی، ارزیابی تأثیر آى بر چرخِ  .بَ

لَ ی بر ردُ ی بلَط ٍ ترکیب آى با سیس پلاتیي ی هیَُ عصارُ یتَتَکسیکاثرات س ها: روش  یبررس MTTاز رٍش  استفادُبا  یوارساعت پس از ت 48هعذُ سرطاى  AGS یسل

ّوچٌیي بِ بررسی  هَرد بررسی لرار گرفت. P21،CDK2  ٍMMP2 ّای یاى شىب ییراتتغ Real-Time PCRاز  با استفادُ، cDNAٍ سٌتس  RNA. پس از استخراج ضذ
 .ی سلَلی ٍ آپَپتَز خْت بررسی اثر ایي ترکیبات بِ رٍش فلَسایتَهتری پرداختِ ضذ چرخِ

هَخب تأثیرات بیطتر آپَپتَز ٍ هرگ سلَلی ٍ هْار هتاستاز  ساعت اًکَباسیَى، 48ی بلَط ٍ سیس پلاتیي، پس از  ی هیَُ ی ّوسهاى عصارُ ًتایح ًطاى داد کِ استفادُ ها: یافته

لَی در فاز تَلف چرخِ باضذ. علاٍُ بر ایي ترکیب فَق باعث  ًسبت بِ استفادُ سیس پلاتیي بِ تٌْایی هی MMP2ٍ ّوچٌیي کاّص بیاى   S ٍ کاّص فاز Sub G1 ی سل
اٍسطِ CDK2/cyclin Eاز طرفی فعالیت  ضَد. هی  .یابذ هی ، کاّصP21 سطح بیاى شى افسایص ی بِ 

اًَذ با افسایص بیاى شى یهی هیَُ بلَط ٍ سیس پلاتیي  رسذ ترکیب عصارُ بِ ًظر هی گیزی: وتیجه ّا CDKبیاى  ٍ کاّص P21ّایی کِ ًمص سرکَبگر تَهَر دارًذ، هثل  ت

ی سرطاًی از طریك الماء ّا سلَلیي باعث هْار رضذ ّوچٌ کٌذ. یهخلَگیری  ّا سلَلاز هْاخرت  MMP2یی هثل ّا شىهٌدر بِ هْار رضذ ضًَذ. از سَی دیگر با کاّص بیاى 
 .باضذ یهیی تٌْا بِیسِ با اثر سیس پلاتیي هما  لابلگردد ٍ ایي اثر  یهآپَپتَز 

 ی تَهَر؛ بلَط؛ سیس پلاتیي؛ آپَپتَز؛ شى سرطاى هعذُ؛ هْارکٌٌذُ واصگان کلیدی:

 
بلوط و سیس پلاتیه بز  ی میوه ی اثز همشمان عصاره .، اًذرزی سالار، حداری هحوذرضاسیذ هٌصَرداری حویذ، سیذ ًصاد  هْذی ساساى هرین، گلِ ارجاع:

هدلِ داًطکذُ پسضکی اصفْاى . سلولی سزطان معده ی در رده P21, MMP2, CDK2های کلیدی  صنسلولی، آپوپتوس و بیان  ی روی چزخه
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 مقدمه

ّاب    ٍهیش دس جْابى داغ اص ثیوابس     ػشًبى، دٍهیي ػلز اكلی هشگ

(، دٌجوایي  Gastric Cancer(. ػشًبى هؼاذُ ) 1اػز ) ػشٍقی -قلجی

ٍهیش ًبؿی اص ػاشًبى دس   ًَع ؿبیغ ػشًبى ٍ ػَهیي ػلز اكلی هشگ

ثب ٍجَد کبّؾ ؿیَع جْبًی ػشًبى، ػشًبى  .(2)ػشاػش جْبى اػز 

ٍهیاش ًبؿای اص ػاشًبى     دسكذ اص هاشگ  10سب  3هؼذُ ّوچٌبى هؼئَل 

ؿی اص سشکیجی اص ػَاهل هحیٌای ٍ سجواغ   . ػشًبى هؼذُ ًب(3)ثبؿذ هی

سغییشار طًشیکی خبف اػز. ثب ٍجَد سًٍذ کبّـی دس ػشاػش جْبى، 

. ػَاهل خٌش (4)ػشًبى هؼذُ ثبیذ دس اٍلَیز ثبقی ثوبًذ اص دیـگیش  

ساشیي ػَاهال خٌاش     هشؼذد  ثب ایي ػشًبى هشسجي ّؼشٌذ. یکی اص هْن

      ٍ ٍیاشٍع   هشسجي ثب ػاشًبى هؼاذُ، ػنًَاز ثاب ّلیکَثابکشش دیلاَس  

کِ ؿابهل   سطین غزایی .(5)اػز  EBV (Epstein-Barr)ادـشیي ثبس 

ّاب  ابًَیاِ    ّب ٍ آهیي ّب، ًیششیز افضایؾ ًوک، غزاّب  دٍد ، ًیششار

 اگشچِ .(6)ثبؿٌذ، ًقؾ هْوی دس افضایؾ خٌش ػشًبى هؼذُ داسًذ  هی

 دسكاذ  10 حذٍد افشذ، هی اسنبق گیش سک كَسر هؼذُ ثِ ػشًبى ػوذسبً

دسكاذ اص   10. سقشیجبً (7)دّذ  هی ًـبى سا   خبًَادگی ػبثقِ هَاسد، اص

دسكذ هَاسد ثِ دلیل ػٌذسم  3سب  1ّب ٍ  دس خبًَادُ ػشًبى هؼذُ هَاسد

 HDGC( Hereditary diffuse gastric cancer) اسااایػااشًبى 
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. ًَع دیگش ادًَکبسػیٌَم هؼذُ، دَلیخ آدًَهبسَص خابًَادگی  (6)ّؼشٌذ 

(Familial adenomatous polyposis) FAP    اػز کِ یک ثیوابس

اسااای ٍ دس دسجااِ اٍل ثیواابس  اسَصٍهاابل غبلاات ثااب ایجاابد آدًااَم ٍ  

وکاي  ّوچٌایي ه  FAPثبؿذ. ثیوبساى هجشلا ثِ  کبسػیٌَم کَلَسکشبل هی

ًئَدلاص  هؼذُ ٍ سیشٍئیاذ ٍ   ػشًبى دٍاصدِّ، ًَس ابًَیِ دچبس اػز ثِ

 .(8) ّوچٌیي سَهَسّب  دػوَئیذ ؿًَذ

ػِ داسٍ  هجشٌی ثش دلاسیي ٍجاَد داسد کاِ دس کال جْابى ثاشا       

ؿَد: ػایغ دلاسایي، کشثاَدلاسیي ٍ اگضالای      دسهبى ػشًبى اػشنبدُ هی

کِ داسا  سأییذیِ ًظبسسی  ًیض ٍجَد داسد داسٍ  دلاسیٌیَم چْبس دلاسیي.

كاَسر کـاَسّب  فاشد  ّؼاشٌذ: ّذشابدلاسیي )کاشُ(، لَثابدلاسیي         ثِ

ػایغ دلاسایي    (.9) (طادي( ٍ ًذادلاسیي )طاداي( ) )چیي(، هیش  دلاسیي

 کٌذ اػوبل هی DNAد سا اص ًشیق ٍاکٌؾ ثب خَاف ػیشَسَکؼیک خَ

ؿَد. ػایغ دلاسایي دس    ًبدزیش خشن هی کِ دس ًْبیز ثِ آدَدشَص ثشگـز

 .(10)دَسیي دس سؼبهل اػز  N7ّب   دسجِ اٍل ثب ػبیز

اَحی دس گًَِ کِ 50 حذٍد ثلَى، داسا  ِ  هؼشاذل  ً  گشهؼایش   ٍ ًیوا

 غٌای  هٌبثغ اص یکی دسخز ایي   اػز. هیَُ ؿذُ گؼششدُ ؿوبلی   ًیوکشُ

. اػاز  ثاَدُ  هخشلا   ّاب   اػاششٍل  ٍ چشثای  اػایذآهیٌِ،  کشثَّیذسار، اص

ِ  ثش سشکیجبر ػلاٍُ ثلَى   هیَُ  اص قبثال ساَجْی   هقابدیش  ا  حابٍ   سغزیا

طیکی فؼبل سشکیجبر لََ اَى هی جولِ آى اص ثبؿذ کِ هی ثی ِ  س  گبلیاک  سابًي،  ثا

یل اػیذ الاجیک اػیذ، یذسٍکؼایذ   یب گبلَ کاِ   کاشد  اؿابسُ  فٌَئیال  ّگضاّ

اَف داسا  سشکیجبر ایي سوبهی . سحقیقابر  (11)ّؼاشٌذ   اکؼایذاًی  آًشی خ

اکؼایذاًی سؼاذاد  اص    ّب ٍ فؼبلیز آًشی فٌل دضؿکی هشسجي ثب دلی اخیش صیؼز

ب گیبّبى ٍ ّ    فٌَل دٌّذ کِ دلی ًـبى هی غزاّ اذ فلاًٍَئیاذ ّاب   ، سابًي بّاب هبًٌ

ػشٍقای،   -ّاب  قلجای   ّب دس ثشاثش سَػؼِ ػشًبى، ثیوابس   ٍدشٍآًشَػیبًیذیي

اَى ٍ  .  (12)ّب  ػلجی ًقؾ هحبفظشی داسًذ  ثیوبس  دیبثز، دَکی اػشخ

   َُیا ؿاذُ اص ه   اػاشخشا     ػلبسُ  هٌبلؼِ ااشار هْبس يیا دس

 سْبجن ،ؿذس ثش ي،یدلاسا  غیػ  صهبى ثب داسٍ ّن وبسیكَسر س ثلَى ثِ

 سَق  ًیضٍ  صدَدشَآ  لقبا ثب اُّوش هؼاذُ ػشًبًی  ّب ػلَل صهشبػشبٍ 

 كاَسر  هٌبلؼابر  ٍجَد ثب. گشفز قشاس یثشسػ هَسد ػلَلی   چشخِ

 یػاشًبً   ّاب  ػالَل   سٍ ثش ثلَى یالکل   ػلبسُ ااش  سٍ ثش گشفشِ

 يیا ا دس. ثبؿاذ  یًوا  آؿاکبس  هؼاذُ  ػشًبى  سٍ ثش َُیه يیا ااش ،(13)

   َُیا ه   ػلابسُ  یػاشًبً  هاذ  اااش  یثشسػ ثِ سب نیثَد آى ثش هٌبلؼِ

 .نیثذشداص يیدلاس غیػ  داسٍ اػشنبدُ اص ثب آى   ؼِیهقب ٍ ثلَى

 

 ها روش

 ػاالَلی ثبًااک اص AGS هؼااذُ ػااشًبى ػاالَلی   سدُ :ػاالَل کـااز

ِ  سْشاى دبػشَس اًؼشیشَ  فلاػاک  دس ّاب  ؿاذ. ػالَل   دادُ کـاز  ٍ سْیا

 ثاِ ّواشاُ   RPMI( Gibco, Germanyکـز ) هحیي ٍ T25 کـز

( ٍ Gibco, Germany( )FBSگااابٍ ) جٌااایي دسكاااذ ػاااشم 10

100U/ml ػااااایلیي دٌااااای اصG   ٍmg/ml1  اػششدشَهبیؼااااایي 

(Gipco, Germany  سؿاذ )دس ّاب  ػالَل . ؿاذًذ  دادُ (، )دي اػاششح 

 دس ٍ هشًاَة  دسكاذ ّاَا    95 ٍ کاشثي  اکؼیذ دسكذ د  5هؼشم 

جْاز سؿاذ ٍ سکریاش     T25فلاػاک   گشاد دس   ػبًشی دسجِ 37 دهب 

 قشاس دادُ ؿذًذ.

 ّاب   دَػشِ جذاػبص  اص دغ   ثلَى،   هیَُ ػلبسُ   سْیِ ثشا 

ِ  سٍؽ اص ػلابسُ  ثشا  گاشفشي  ؿذ ٍ آى، هیَُ دَدس  اػاشنبدُ  ػَکؼال

ِ  ایاي  دس. گشدیذ     ثلاَى،  هیاَُ  داَدس  اص گاشم  10 ّاش  اصا  سٍؽ ثا

ِ  اػاز  اسبًَل ٍ ؿبهل آة کِ حلال ػی ػی 200  دػاشگبُ  دس ٍ اهابف

ِ  ػاذغ هحلاَل   ؿذ ٍ جذا ّب ػلبسُ حلال اص. ؿذ سیخشِ ػَکؼلِ  ثا

 ثِ دػاز آهاذُ   هحلَل ٍ جذا ّب ػلبسُ اص Rotavapor دػشگبُ کوک

 گشاد   ػبًشی دسجِ 40-35حذٍد  دهب  دس كبف ٍ ػبػز 48 دغ اص

 سغلای،، هابیغ   اص داغ . ؿاَد  سجخیاش  آى الکال  ٍ آة ؿذ ساب  دادُ قشاس

 .(14)ؿذ  ًگْذاس  یخچبل دس اػشخشا  ؿذُ

)ػابخز   لاسیيد ٍ ػیغ   ثلَى   هیَُ ػلبسُااش  :ّا تیوار سلَل

ثاش   ثابّن جذاگبًاِ ٍ ّوضهابى    كَسر (، ثAbcamِ ؿشکز آهشیکبیی

ثشسػی ؿذ. ثِ ایي هٌظَس اثشذا ثقب  ػلَلی ثب سٍؽ  ّب ػلَلسٍ  ایي 

 ػااذغ ثااِ هیااضاى . گشدیااذؿااوبسؽ ػاالَلی ثااب سشیذاابى ثلااَ هحبػااجِ 

ِ  خبًِ کـز دادُ ؿاذ.  96ػلَل دس ّش چبّک دلیز  5000  هٌظاَس  ثا

ثاشا   ّاب،   ّب ثِ ک  چبّک ٍ اًویٌبى اص چؼجیذى ػلَل ّب ػلَلسیوبس 

دسكاذ ٍ   95دسجاِ، سًَثاز    37ّب دس دهب   ػبػز ػلَل 24هذر 

CO2 دس    ثلاَى    هیاَُ  ػلابسُ  دسكذ ًگْذاس  ؿذًذ. 5 ثِ هیضاى

ٍ ػایغ  لیشاش   هیکشٍگشم ثش هیلی 160 ٍ 120، 80، 40، 20ّب   غلظز

قاشاس   هاَسد اػاشنبدُ  هیکشٍهاَلاس   24 ،12 ،6 ،3 ّب  غلظزدس دلاسیي 

ػبػشِ هیضاى ثقب  ػلَلی  48صهبًی هـخق    گشفز. ثؼذ اص ًی ثبصُ

، اسصیبثی ؿاذ. جْاز ثشسػای سیوابس سشکیجای ػایغ       MTT ثب آصهَى

اص ّش  آهذُ  دػز  ثِ IC 50ثلَى دس غلظز      هیَُ دلاسیي ٍ ػلبسُ

ِ   ینسقؼگشٍُ ثشا  سیوبس  3ّب ثِ  دٍ داسٍ، ػلَل    ثٌذ  ؿذًذ. ثاِ ّوا

   ػلابسُ لیشاش   ثاش هیلای  هیکشٍگاشم   140، 70، 35ّب   ّب غلظز گشٍُ

اص  خابف  ّب یاک غلظاز   ثلَى سیوبس ؿذًذ، ػذغ ثِ ّش یک اص گشٍُ

ٍ گاشٍُ   12، گشٍُ دٍ سقاز  6یک سقز  گشٍُ) ػیغ دلاسیي صدُ ؿذ

 ػابػز  48ّاب ثاِ هاذر     ( ٍ ػاذغ ػالَل  هَلاس کشٍیه 24ػِ سقز 

 CIآٍسدى  جْااز ثااِ دػااز MTTسؼااز ًگْااذاس  ؿااذًذ. ػااذغ 

 اًجبم ؿذ. CompuSyn01 افضاس سیوبس ثب اػشنبدُ اص ًشم ّب  گشٍُ

 اص سیوبس داسٍیای، هحایي کـاز    اص ػبػز ثؼذ MTT: 48 آصهَى

  چبّااک ّااش ٍ ثااِ ؿااذ حاازف خبًااِ 96 ّااب  دلیااز ّااب   چبّااک

  هااذر ثااِ ٍ اهاابفِ گشدیااذ گصسد سًاا MTTهیکشٍلیشااش هحلااَل  30

دس  کِ ؿذ اًکَثِ اػشبًذاسد ؿشایي دس دسجِ 37 اًکَثبسَس ػبػز دس 4

 اًذ ؿکل گشفاز.  ًبهحلَلدس آة  کِفَسهبصاى  ّب  کشیؼشبلایي هذر 

هحلاَل ثاِ ّاش چبّاک      DMSO لیشاش  هیکشٍ 120 ػبػز، 4 اص دغ

َ   کشیؼشبل اهبفِ ؿذ. ِ  لّاب  ًابهحل دس  كاَسر هحلاَل دسآهذًاذ.    ثا
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ًابًَهشش   570 هاَ   ًاَل دس  آهاذُ  دػز  ثِجزة ًَس  هحلَل  ًْبیز

 .سَػي دػشگبُ اػذکششٍفَسَهشش خَاًذُ ؿذ

داسٍّاب، سشکیجای اص دٍ داسٍ دس   IC 50 ثِ سَجِ ثبثؼذ    هشحلِ دس

 ًیض سَػي سٍؽ ّب آىهخشلنی سْیِ ؿذ ٍ ااش هذ ػشًبًی  ّب  غلظز

MTT  ااشار ػیٌظیؼان ٍ آًشبگًَیؼان    اقاشاس گشفاز ٍ    هَسد ػٌجؾ

 .آهذ دػز ثِ ٍ ثشسػی گشدیذ compusyn1.0 افضاس ًشمداسٍّب ثب 

دس ایاي داظٍّؾ،    :Wound healing assayآصهَى سشهین صخان  

  ثلاَى ٍ سشکیات    یش داسٍ  ػیغ دلاسیي ٍ ػلابسُ سأاجْز ثشسػی 

 ،AGSّب  ػشًبًی  ایي دٍ ثب یکذیگش ثش سٍ  قبثلیز هْبجشر ػلَل

ػلَل،  80.000اص آصهَى سشهین صخن اػشنبدُ ؿذ. ثِ ایي هٌظَس، سؼذاد 

ػابػز   24خبًِ سیخشِ ؿذ ٍ دغ اص گزؿاز   12دس ّش چبّک دلیز 

ثب سؼَین هحیي کـاز   صهبى ّن،  ّب ثِ ک  ّش چبّک ٍ اسلبل ػلَل

ّب  هخشل  داسٍ  ػایغ دلاسایي    کبهل ثب هحیي کـز حبٍ  غلظز

اػشنبدُ اص ػاش ػاوذلش، خشاؿای دس کا         ثلَى؛ ثب   هیَُ ٍ ػلبسُ

ّاب  سیوابس ؿاذُ ٍ     گاشٍُ  ػابػز،  48دلیز دادُ ؿذ. دغ اص گزؿز 

ّب  هْبجشر کاشدُ   کٌششل دس صیش هیکشٍػکَح ثشسػی ٍ سؼذاد ػلَل

 یجبد ؿذُ دس ااش خشاؽ، ثشسػی ؿذ.اثِ فوب  خبلی 

دس ایاي   :فلَػابیشَهشش  سٍؽ ثب ٍ آدَدشَص ػلَلی    چشخِ ضیآًبل

، اثشاذا  AGSّاب    هٌبلؼِ ثِ هٌظَس ثشسػی سأایش ایي دٍ هبدُ ثش ػالَل 

 (50ICػایغ دلاسایي ٍ )   µM 12 (50ICّاب  )  ّاب ثاب غلظاز    ػلَل

µ    70 ُثلَى ٍ غلظز سشکیجای اص ّاش دٍ داسٍ  ػایغ     ػلبس  

ثِ كَسر جذاگبًِ سیوابس ؿاذًذ    12/70  ثلَى ثب غلظز  دلاسیي ٍ ػلبسُ

ِ   ٍ ػذغ سأایش ایي دٍ داسٍ لَی ٍآدَدشاَص اص ًشیاق سٍؽ     ثاش چشخا   ػال

ّاب    اسصیابثی ػالَل   فلَػبیشَهشش  ٍ اص ًشیق هَسد ثشسػی قاشاس گشفاز.  

 اص Annexin V-FITC/PI آهیاض   آدَدشَسیک ٍ ًکشٍسیک ثاِ سٍؽ سًاگ  

ّاب ثاشا  ثشسػای هکابًیضم ااشثخـای       ساشیي سٍؽ  سشیي ٍ هْان  هشػَم

ّاب   آهیض  ػلَل اص سًگ داسٍّب ٍ ػوَم اػز. دس ایي آصهَى ثب اػشنبدُ

ّب کِ دغ اص سیوبس ثب سشکیات   دسكذ  اص ػلَل Annexin  ٍ FITCثب

دشَص ٍ ًکشٍص ثاِ ػٌاَاى دٍ   َهَسد ًظش، صًذُ ثَدُ ٍ یب ٍاسد فبصّب  آد

 .(15) ؿَد اًذ، هـخق هی هکبًیضم هشگ ػلَلی ؿذُ

 ، دسAGSػااالَل  5000اثشاااذا ثاااِ سؼاااذاد  :RNAاػاااشخشا  

 50ICػابػز ثاب غلظاز     24سیخشاِ ؿاذ، ثؼاذ اص     T25ّب   فلاػک

     هیاَُ  آهاذُ ػلابسُ   دػاز   ثِ 50ICآهذُ ػیغ دلاسیي ٍ  دػز  ثِ

هاذر   اص داغ  ٍ اص سشکیات دٍ داسٍ سیوابس ؿاذًذ    CIثلَى ٍ غلظز 

 ّاب  ػالَل  جذاػبص  ثشا . ؿذ اًجبم RNAاػشخشا   ػبػز 48 صهبى

 دس rpm 1100 ػاشػز  ثاب  ٍ جاذا  سشیذؼیي ثب ّب ػلَل فلاػک، سِ اص

َ  PBSثب  ؿذًذ. ػذغ دٍ هشسجِ طدقیقِ ػبًششینیَ  دادُ ؿاذًذ.  ؿؼشـا

 RNXاػاشخشا    هحلاَل  لیشاش  هیلی 1 ّب آى ثِ ّب ػلَل کشدى لیض ثشا 

ؿذ ٍ ثش اػبع دشٍسکل هشثًَِ اػاشخشا    اهبفِ ػشد( ایشاى )ػیٌبطى،

اػاشنبدُ اص  ثاب   اػشخشا  ؿاذُ  RNAكَسر دزیشفز کویز ٍ کینیز 

ؿاذ. ثشسػاای غلظااز ٍ   دػاشگبُ ًاابًَدساح ٍ طل الکششٍفاَسص سؼیاایي  

خلَف ًوًَِ اػشخشا  ؿاذُ ثاب اػاشنبدُ اص جازة ًاَس  دس ًاَل       

 ًبًَهشش اًجبم ؿذ.  230ًبًَهشش   280ًبًَهشش، 260ّب   هَ 

 ثاب  هکوال  DNAّاب    هَلکاَل : (cDNA)هکول  DNAػبخز 

 یاک  ؿابهل  ٍاکاٌؾ  هخلاَى . کیز ؿشکز دیـگبم ایشاى ػبخشِ ؿاذ 

ٍ ه x 5  ٍ5/0یشش، ثبفش ل یکشٍه RNA ،5هیکشٍگشم   آغابصگش  یشاش ل یکاش

 ًَکلئَسیااذ  ؿااؾ آغاابصگش یشااشلیکشٍه Oligo (dT) ،5/0 ٍاکااٌؾ

  فؼاانبر سااش  یاذ ًَکلئًَ داکؼاای هخلاَى  یشاش ل یکااشٍه دٍ سلابدفی، 

 ، یاک RNase آًضیوای    هْبسکٌٌاذُ  یشاش لیکشٍههَلاس( یاک   هیلی 10)

ٍ  ٍ M-MulV هؼکاَع  ثاشداس  سًٍَؿز آًضین یششلیکشٍه  آة هقٌاش د

 -دهبیی   یشش( ثَد. ػذغ ثشًبهِلیکشٍه 5/13 ًْبیی حجن سب) سقٌیش ثبس

 اسلابل  ثشا ) دقیقِ 5 هذر ثِ گشاد ػبًشی   دسجِ 25كَسر  ثِ صهبًی

( cDNAدقیقِ )ػابخز   60 هذر ثِ گشاد ػبًشی   دسجِ 42 ،(آغبصگش

 ؿااذى یشفؼاابل)غ ،دقیقااِ 5 هااذر ثااِ گااشاد ػاابًشی   دسجااِ 70

ِ   ػابًشی    دسجِ 4 ٍ( هؼکَع ثشداس سًٍَؿز ِ  5 هاذر  گاشاد ثا  دقیقا

 PCR،Bio-Raدػاااشگبُ  اص اػاااشنبدُ ٍاکاااٌؾ ثاااب . ؿاااذ اًجااابم

d) iCycler Thermal Cycler كَسر گشفز.( آهشیکب 

 P21,MMP2,CDK2ّاب    دس ایي هٌبلؼاِ طى  :دشایوشّب ًشاحی
ِ  GAPDH طى هَسد ثشسػای قاشاس گشفشٌاذ.    کٌشاشل داخلای    ػٌاَاى  ثا

 هاَسد ًظاش   ّاب   طى ثشا  اخشلبكی دشایوش ًشاحی ثشا  اًشخبة ؿذ.

 ثااِ هشثااَى ًَکلئَسیااذ  سااَالی NCBI ػاابیز اص اػااشنبدُ ثااب اثشااذا

ٍ  ثاِ دػاز   ِهاَسد هٌبلؼا   ّب  طى ّب  سًٍَؿز  هحال  ػاذغ،  آهاذ 

. ؿذ یبثی هحل Oligo7 افضاس ًشم   ٍػیلِ ٍ ثِ آًلایي كَسر ثِ هٌبػت

 ؿااشایي ٍ NCBI ػاابیز اص Primer BLAST افااضاس ًااشم کوااک ثااب

 دس دیـاگبم  ؿاشکز  ثِ ػٌشض ثشا . ؿذ ثشسػی دشایوش ثَدى اخشلبكی

  ٍاکاااٌؾ دس اػاااشنبدُ ثاااشا  دشایوشّاااب ٍ دادُ ػااانبسؽ ایاااشاى

Real Time PCR غلظااز ثااِ ٍ ػاابص  سضسیقاای سقیااق  آة ثااب  

 (.1سػیذًذ )جذٍل ( µM) هیکشٍهَلاس 10

Real-time RT- PCR: اص آصهااَى PCR   دس صهاابى حقیقاای 

(Real-time PCRِثش دبی ،)  سًگ  SyberGreen   ثِ هٌظَس اسصیابثی

 دػشگبُ گشهبیی -  صهبًی ثشًبهِ اػشنبدُ ؿذ. ِّب  هَسد هٌبلؼ ثیبى طى

ِ  کِ هٌجاش  اٍل   هشحلِ. ؿذ اًجبم هشحلِ ػِ دس  ؿاذى  زٍاػشؿا  ثا

ِ  ؿاَد  یاص ها یوشدل آًضین ؿذى فؼبلٍ  cDNAّب   هَلکَل  كاَسر   ثا

ِ  گاشاد  ػابًشی    دسجِ 95 ِ   30هاذر   ثا ِ  95 دٍم   ابًیاِ، هشحلا    دسجا

ِ  گاشاد  ػابًشی    دسجِ 60ٍ  ابًیِ 15 هذر ثِ گشاد ػبًشی ِ  1 هاذر  ثا  دقیقا

اَلی چشخااِ 40 ثااشا  اابیی   ٍ هشحلااِ هشاا رٍة  هٌحٌاای سشػااین ثااشا  ًْ

 گاشاد  ػبًشی   دسجِ 60 ابًیِ، 15 هذر ثِ گشاد   ػبًشی دسجِ 95كَسر  ثِ

 ؿذ. اًجبم 15 یِابًگشاد ثِ هذر    ػبًشی دسجِ 95ٍ  ابًیِ 30هذر  ثِ
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 ُپرایورّای هَرد استفاد .1جدٍل 

PCR product 

length 
GC Size Primer sequence  Annealing 

temperature 
gen 

160 60 
60 

20 
20 

5'-CCTCAGAGCCACCCCTAAAG-3' 

5CACCAGTGCCCTCTTGAGAC-3' 
F 
R 

59.46 
60.32 

MMP2 

165 52.38 
55 

21 
20 

5'- TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA -3' 
5'- CGGCGTTTGGAGTGGTAGAA -3' 

F: 
R: 

60.20 
60.32 

P21 

105 52.38 
60 

21 
20 

5- ATGGACGGAGCTTGTTATCGC -3' 
5'- CTGGCTTGGTCACATCCTGG -3' 

F 
R 

60.81 
60.68 

CDK2 

100 55 
55 

20 
20 

5'- CAGCCTCAAGATCATCAGCAATG-3' 
5-CATGAGTCCTTCCACGATACCA -3' 

F 
R 

58.82 
58.14 

GAPDH 

 

یشاش  لیکشٍه 10ًْابیی   حجان  دس Real-time PCRّاب    ٍاکاٌؾ 

 ٍاکاااٌؾ  ّاااش سکاااشاس دٍسااابیی اًجااابم ؿاااذ. دس   كاااَسر ثاااِ

یشاش  لیکشٍه ، یاک SYBR-Green PCR Master Mix یشاش لیکشٍه 5

طى، یاک   ّش یشش دشایوش ثشگـز اخشلبكیل یکشٍهدشایوش سفز ٍ یک 

ٍ هبثقی آى آة هقٌش دٍثبس سقٌیش اهبفِ ؿذ سب ثاِ   cDNAیشش ل یکشٍه

 یشش سػیذ.ل یکشٍه 10حجن ًْبیی 

 ییی سکریااش طى کٌشااشل داخلاا آدس ایااي هٌبلؼااِ، اسصیاابثی کاابس  

(GAPDH ٍ )شیاػشجبسدز هٌظَس ثِثَد.   هشٍس هٌبلؼِ هَسد  ّب طى 

طى ّاذف ٍ   شیسکر آییاػز کِ کبس  ثَدى کبسثشد فشهَل فَق هشٍس

 یهٌحٌا  سػان  ثِهٌظَس اقذام  يیثشاثش ثبؿذ. ثذ طى کٌششل داخلی سقشیجبً

 (log input) ؿاذُ ّاش طى    ػبص اػشبًذاسد سقز شیهقبد logاػشبًذاسد 

 هحلاَلار ًوًَاِ اص   کیا کِ  تیسشس يی. ثذذیگشد Ct شیدس ثشاثش هقبد

cDNA ّاش  جْاز  01/0 ٍ 1/0، 1، 10، 100  ّاب  ثب اًشخبة ٍ سقز 

هخشل  دس دٍ ثبس سکاشاس    ّب سقز Ct يیبًگیه شی. هقبدذیگشد ِیْس طى

یی سکریاش طى ّاذف ٍ طى کابلیجشاسَس ثاب اػاشنبدُ اص      آکبس. ؿذهحبػجِ 

ثشاثش ثاب   E فشهَل يیا دس. ذیهحبػجِ گشد E= -1+ 10 - (1/slope)فشهَل 

 .اػز شیسکر آییکبس

 

 ها افتهی

ثبػاایغ دلاساایي ٍ   ثقااب  ػاالَلی سیواابس  ًشاابیح حبكاال اص هحبػااجِ

ّاب  هشنابٍر    غلظز ثب AGSّب   ػلَل سیوبس   ثلَى:   هیَُ ػلبسُ

  ثلَى حابکی اص آى اػاز کاِ داسٍ        هیَُ ػیغ دلاسیي ٍ ػلبسُ

یکشهَلاس قبثلیاز کـاٌذگی   ه 24سب  6ّب  ثیي  ػیغ دلاسیي دس غلظز

ّاب      ثلاَى دس غلظاز     هیَُ ّب داسد ٍ ػلبسُ داس ثشا  ػلَل یهؼٌ

 ؛ّاب داسد  داس ثشا  ػالَل  یهؼٌگشم قبثلیز کـٌذگی  یلیه 80سب  40ثیي 

دسكاذ دس ًظاش    100 لاصم ثِ رکش اػز ثقب  ػلَلی ثشا  گشٍُ ؿابّذ 

ًـبى دادُ ؿاذُ اػاز.    2 ٍ 1یح حبكل اص سیوبس دس ؿکل ًشب گشفشِ ؿذ.

آهذُ ثیبًگش ػیٌشطیؼان   دػز ثًِشبیح ّوچٌیي ثشا  سیوبس سشکیجی دٍ داسٍ، 

 ثبؿذ. ثِ اصا  افضایؾ دٍص داسٍّب هی ثَدى ااش داسٍ  سشکیجی

     هیاَُ  ثب ػیغ دلاسیي ٍ ػلبسُ AGSّب   ػلَل سیوبس اص دغ

 GraphPad prism9 افاضاس  ًاشم  اص اػشنبدُ ػبػز ثب 48صهبى  ثلَى دس

 12ثاشا  ػایغ دلاسایي    IC  50هحبػجِ گشدیاذ. هیاضاى    IC 50هیضاى 

لیشاش   هیکشٍگشم ثش هیلای  70  ثلَى  هیَُ   هیکشٍهَلاس ٍ ثشا  ػلبسُ

 ثِ دػز آهذ.
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 ّای غلظت برای AGS سرعاًی ّای سلَل هاًی زًدُ درصد .1 شکل

 ساعت 48 از پس بلَط ی هیَُ ی عصارُ از شدُ  آزهایش

 
ثااب سَجااِ ثااِ  سٍؽ فلَػاایشَهشش :ػاالَلی ثااب    چشخااِ آًاابلیض

اص ایاي   مسَاى چٌیي ًشیجِ گشفز کِ ّش کاذا  آهذُ هی دػز  ًوَداسّب  ثِ

دس S ٍ کابّؾ فابص    Sub G1داسٍّب ثِ سٌْبیی ثبػث افضایؾ هیضاى فابص  

ِ   ػیکل ػلَلی هی کابس   ؿًَذ. ّوچٌیي دس گشٍّی کِ سشکیات دٍ داسٍ ثا

سَاًاذ   ّؼاشین کاِ های    G2ثِ فبص  G1سفشِ اػز ؿبّذ افضایؾ ًؼجز فبص

دس ًظاش گشفشاِ ؿاَد. ّوچٌایي دٍص سشکیجای       دس ایي فبص arrestػٌَاى  ثِ

  ثلاَى یؼٌای    هیکشٍ هَلاس ثِ ّوشاُ ػلبسُ 12ػیغ دلاسیي یؼٌی دٍص 

کٌذ  لیشش، ااش کـٌذگی خیلی ثبلایی سا ایجبد هی هیکشٍگشم ثش هیلی 70 دٍص

کِ هقذاس آى اص حبلز سیوبس ثِ سٌْبیی ثب داسٍ ٍ یاب ػلابسُ ثیـاشش اػاز     

 (.3)ؿکل 
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سَػااااي ثشسػاااای  فلَػاااابیشَهشش سٍؽ ثااااب آًاااابلیضآدَدشَص 
Annexin/FITC : ،ِّااب  یش غلظاازسااأادس ایااي هٌبلؼااµM 12 ػاایغ ،

  ثلَى ٍ غلظز سشکیجای اص ّاش دٍ داسٍ     ػلبسُ µgr/ml 70دلاسیي ٍ

اص ًشیاق   ثاش آدَدشاَص   12/70  ثلَى ثاب غلظاز    ػیغ دلاسیي ٍ ػلبسُ

ًوَداسّاب  ؿاکل   فلَػبیشَهشش  هَسد ثشسػی قشاس گشفز ٍ ًشبیح ًجق 

  ( ثاااِ دػااااز آهااااذ. دس ًوَداسّاااب  حبكاااال اص ثشسػاااای  7-4)

Annexin V/FITC ّب  ًکشٍصُ  ػلَلQ1)) ػلَل ٍ  ( ُّب  هاشدQ2) 

 ثبؿاٌذ.  های  (Q4ّاب  صًاذُ )   ػلَل( Q3ّب  دس حبل آدَدشَص ) ٍ ػلَل

، غبلجابً اص ًاَع   ًُـبى داد، ًَع هشگی کِ ایجبد ؿذ اًکؼیي آصهَى ثشسػی

  کٌشاشل،   ًؼجز ثِ ًوًَِ آهذُ  دػز ثِسَجِ ثِ ًشبیح  ثب ؿذ.ثب یهآدَدشَص 

     هیاَُ  آدَدشَص سَػاي ػایغ دلاسایي ٍ ػلابسُ     شؿبّذ ااشار القب گ

 شّب ثَدین کِ ایي ااش دس دٍص سشکیجی ایي دٍ داسٍ هـاَْدس  ثش ػلَل ثلَى

  ااش ػیٌشطیؼوی ایي دٍ داسٍ دس سشکیات   دٌّذُ سَاًذ ًـبى یهثَد ٍ ایي 

 (.4یکذیگش ثبؿذ )ؿکل ثب 
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 آزهایش ّای غلظت برای AGS سرعاًی ّای سلَل هاًی زًدُ . درصد2 شکل

 ساعت 48 از پس پلاتیي سیس از شدُ 

  
(B)                                                                                                                                                    (A)  

   
(D)                                                                                                                                                    (C) 

بلَط  ی پلاتیي ٍ عصارُ تیوار ترکیبی سیس(، C) هیکرٍ هَلار 12(، تیوار با سیس پلاتیي B) هیکرٍهَلار 70بلَط  ی ، تیوار با عصارُ(A) ًرهال ی ًوًَِ .3شکل 

70/12 (D .)یی باعث افسایش هیساى تٌْا بِاز ایي دارٍّا  کدام ّرچٌیي ًتیجِ گرفت کِ  تَاى یهSub G1 اها در ؛ کِ هعرف هرگ یا آپَپتَز است شًَد یه

ی درحالدر ایي فاز در ًظر گرفتِ شَد.  arrest عٌَاى بِ تَاًد یهّستین کِ  Sub G1در پیک  شتریهقدار ب، شاّد افسایش رفتِ کار بِگرٍّی کِ ترکیب دٍ دارٍ 

کِ هقدار آى از  کٌد یه، اثر کشٌدگی خیلی بالایی را ایجاد mg70دٍز  ی بلَط یعٌی هیکرٍ هَلار بِ ّوراُ عصارُ 12پلاتیي یعٌی دٍز  دٍز ترکیبی سیس کِ 

 .باشد یه هَرداستفادُی اثر سیٌرشیسن دٍ دارٍ  دٌّدُ ًشاىاثر  يیا یی دارٍ ٍ عصارُ بیشتر است.تٌْا بِحالت 
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 باشٌد ٍ تٌْا  ّا در فاز آپَپتَز هی درصد سلَل 92 ساعت. 48پس از  12/70بلَط  پلاتیي ٍ ی تیوار شدُ ترکیبی سیس ( ًوAًَِی ًرهال ) . ًو4ًَِشکل 

ی تیوار با  ( ًوBًَِی القاء آپَپتَز تَسظ ترکیب ایي دٍ دارٍ است. ) دٌّدُ ّا در فاز زًدُ ّستٌد ٍ ایي ًشاى ّا در فاز ًکرٍز ٍ هابقی سلَل درصد سلَل 8/0

تیوار شدُ  ی ( ًوCًَِّا در فاز ًکرٍز ّستٌد. ) درصد سلَل 4/1باشٌد ٍ تٌْا  ّا در فاز آپَپتَز هی درصد سلَل 88 ساعت. 48گرم بلَط پس از  هیلی 70غلظت 

ّا در فاز  ّا در فاز ًکرٍز ٍ هابقی سلَل درصد سلَل 7/1ّا در فاز آپَپتَز ٍ تٌْا  درصد سلَل 74 ساعت. 48هیکرٍ هَلار سیس پلاتیي پس از  12با غلظت 

 .(Dی القاء آپَپتَز تَسظ سیس پلاتیي است ) دٌّدُ باشٌد ٍ ایي ًشاى هی زًدُ

 

 ّا بررسی بیاى شى

 P21   افضایؾ ثیبى ًؼاجی  دٌّذُ ًـبىًشبیح : P21ثشسػی سغییش ثیبى طى 

   لیشاش ػلابسُ   هیکشٍگشم ثش هیلای  70ّب  سیوبس ؿذُ ثب غلظز  دس ًوًَِ

   سیواابس ؿااذُ ثااب ّااب ًوًَااِثلاَى ٍ ّوچٌاایي افااضایؾ ثیاابى ًؼااجی دس  

هیکااشٍ هااَلاس ػاایغ دلاساایي ٍ ّوچٌاایي افااضایؾ ثیاابى ًؼااجی دس   12

  سیوبس سشکیجی ایي دٍ غلظز اص ّاش دٍ داسٍ ًؼاجز ثاِ کٌشاشل     ّب ًوًَِ

ثبؿذ کِ ایي افضایؾ ثیبى دس غلظاز سشکیجای ثیـاشش هـابّذُ ؿاذ ٍ       یه

 (.5ثبؿذ )ؿکل  یهػیٌشطیؼوی سشکیت ایي دٍ داسٍ   ااش  دٌّذُ ًـبى

  کبّؾ ثیبى ًؼاجی   دٌّذُ ًـبىًشبیح  :CDK2ثشسػی سغییش ثیبى طى

هیکشٍگااشم ثااش  70ّااب  سیواابس ؿااذُ ثااب غلظااز  دس ًوًَااِ CDK2طى 

  سیوبس ؿذُ ثاب  ّب ًوًَِلیشش ػلبسُ ثلَى ٍ کبّؾ ثیبى ًؼجی آى دس  هیلی

هیکشٍ هاَلاس ػایغ دلاسایي ٍ ّوچٌایي کابّؾ ثیابى ًؼاجی آى دس         12

( اص ّش دٍ داسٍ ًؼجز ثاِ  12/70  سیوبس سشکیجی ایي دٍ غلظز )ّب ًوًَِ

 (.6ثبؿذ )ؿکل  یهکٌششل 

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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 ٍ  AGSّای تیوار شدُ  در ًوًَِ P21یاى ًسبی ًوَدار ب. 5شکل 

 کٌترلی  ًوًَِ
⃰OAK)  ثلَى(؛ ;cis)⃰  ;يیدلاس غیػ) 

 

  کبّؾ ثیابى ًؼاجی    دٌّذُ ًـبىًشبیح  :MMP2ثشسػی سغییش ثیبى طى 

لیشاش   هیکشٍگشم ثش هیلای  70ّب  سیوبس ؿذُ ثب غلظز  دس ًوًَِ MMP2طى 

 12  سیوبس ؿاذُ ثاب   ّب ًوًَِ  ثلَى ٍ کبّؾ ثیبى ًؼجی ایي طى دس  ػلبسُ

ِ هیکشٍ هَلاس ػیغ دلاسیي ٍ ّوچٌیي کبّؾ ثیبى ًؼاجی آى دس     ّاب  ًوًَا

یاي  ا ثبؿاذ.  یها سیوبس سشکیجی ایي دٍ غلظز اص ّش دٍ داسٍ ًؼجز ثِ کٌشاشل  

  ِ ثبؿاذ کاِ    یها  هـاَْدسش   سشکیجای     سیوابس ؿاذُ   کبّؾ ثیابى دس ًوًَا

 (.7ؿکل ثبؿذ ) یه  ااش ػیٌشطیؼوی سشکیت دٍ داسٍ  ییذکٌٌذُسأ
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 ٍ  AGSّای تیوار شدُ  در ًوًَِ CDK2. ًوَدار بیاى ًسبی 6شکل

 ی کٌترل ًوًَِ

OAK)⃰ )؛ ; ثلَىcis)⃰  ;يیدلاس غیػ) 

ثاب   AGSّاب    ثشسػی ااش سیوبس داسٍّب ثش قبثلیاز هْابجشر ػالَل   
 (50IC)ّاب    دس ایاي هٌبلؼاِ ساأایش غلظاز     :اػشنبدُ اص هذل سشهین صخن

µM 12( ٍ 50، ػیغ دلاسیيIC) 70  لیشاش ػلابسُ   هیکشٍگشم ثش هیلای   

  ثلاَى   ثلَى ٍ غلظز سشکیجی اص ّش دٍ داسٍ  ػیغ دلاسیي ٍ ػلابسُ 

هاَسد ثشسػای قاشاس     AGSّاب    ثاش هْابجشر ػالَل    12/70ثب غلظز 

ّاب  رکاش    ّب ثب غلظاز  ػبػز اص سیوبس ػلَل 48 گشفز. دغ اص گزؿز

ِ    ؿذُ؛ سؼذاد ػلَل ِ  4  صخان دس   ّب  هْبجشر کاشدُ ثاِ ًبحیا    ًبحیا

هحبػاجِ ؿاذًذ ٍ    Image Jافضاس  هیکشٍػکَدی هخشل  ثب اػشنبدُ اص ًشم

 دس هقبیؼِ ثب کٌششل هَسدثشسػی قشاس گشفشٌذ.

ّب  هْابجشر کاشدُ ثاِ     ّب  حبكل اص ؿوبسؽ ػلَل ثشسػی دادُ

داس دس قبثلیااز هْاابجشر    سناابٍر هؼٌاای دٌّااذُ فوااب  صخاان ًـاابى

  سیوبسّاب  هخشلاا  دس هقبیؼاِ ثااب    کٌٌاذُ  دسیبفااز AGSّاب    ػالَل 

ّاب    ّب  کٌششل اػز. ًشبیح ًـبى اص هْبس هؼٌبداس هْبجشر ػالَل  ػلَل

هیکااشٍ هااَلاس ػاایغ دلاساایي ٍ  12 (50ICّااب  ) ػااشًبًی دس غلظااز

(50IC) 70 سشکیت ایاي دٍ داسٍ     ثلَى لیشش ػلبسُ هیکشٍگشم ثش هیلی ٍ

 (.8-11)اؿکبل  ًؼجز ثِ ًوًَِ کٌششل داسد 12/70ّب   دس غلظز
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ٍ  AGSّای تیوار شدُ  در ًوًَِ MMP2. ًوَدار بیاى ًسبی 7شکل 

 ی کٌترل ًوًَِ

OAK)⃰ )؛ ; ثلَىcis)⃰ يیدلاس غی; ػ) 

 

 بحث

  ثلاَى     هیَُ کـٌذگی ػلبسًُشبیح حبكل اص ایي هٌبلؼِ ثیبًگش ااش 

کاِ ثاش اػابع      ًحاَ   ثبؿذ، ثاِ   هی AGSّب  ػشًبى هؼذُ  ثش ػلَل

ػوی ایي هابدُ کابّؾ    ّب  غیش ، دس غلظزMTTّب  حبكل اص  دادُ

 ّب ًؼجز ثِ گشٍُ ؿبّذ هـبّذُ ؿذ.  هبًی ػلَل صًذُ
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‌ 
ساعت بعد )بدٍى تیوار(  48( ٍ عکس سوت چپ، 0کٌترل بدٍى تیوار در ساعت ) ی بِ عٌَاى ًوAGSًَِ ی کشت سلَل  عکس سوت راست، ًوًَِ .8شکل 

ّای کٌترل است  بدٍى دریافت تیوار در هقایسِ با سلَل AGSّای  ی قابلیت هْاجرت سلَل دٌّدُ ّای هْاجرت کردُ بِ فضای زخن ًشاى بررسی سلَل

 .(4×بسرگٌوایی)

 

ّاب      ثلَى ٍ سػیذى ثِ غلظاز    هیَُ ثب افضایؾ غلظز ػلبسُ

ِ  AGS  ػالَلی   ّاب  سدُ  هبًی ػلَل کـٌذُ، کبّؾ صًذُ كاَسر   ثا

ثاش   ُالقاب ؿاذ   ػبیشَسَکؼایک  ؿاَد. اااشار   ٍاثؼشِ ثِ دٍص هـبّذُ هی

 صهابى  ٍ غلظاز  ثِ اٍثؼشِ   ثلَى   هیَُ ػلبسُ سَػي AGSّب   ػلَل

 صیؼاشبیی کابّؾ   ثاَد،  صیابدسش  سیوابس  غلظز ّشچِ ثَدًذ ٍ ّب ػلَل سیوبس

 داد. ًـبى ثیـشش 

، افااضایؾ MTTّااب  حبكاال اص  ّوچٌاایي ثااش اػاابع دادُ 

  ػاویز ٍ   دٌّاذُ  کـٌذگی ٍاثؼشِ ثِ دٍص دیاذُ ؿاذ کاِ ًـابى    

 اص   ثلاَى،    هیاَُ  ثبؿاذ. ػلابسُ   خبكیز کـٌذگی ایي هبدُ هی

 القب  ًشیق اص اًؼبى هؼذُ ، ػشًبىAGSّب   سکریش ػلَل ٍ سؿذ

 ًشابیح  اػبع کٌذ. ثش هی جلَگیش  ٍ آدَدشَص ااشار ػبیشَسَکؼیک

ثاب     ثلاَى    هیاَُ  سشکیت ػلبسُ کِ هـخق ؿذ آهذُ، دػز  ثِ

کابّؾ   ثبػاث  دٍص ٍاثؼشِ ثِ سٍؽ یک دس سَاًذ ػیغ دلاسیي هی

Cell Viability ّب  آدًَکبسػیٌَهب ػلَل دس ( ُهؼذAGSگشدد ) 

ثاِ   ثبؿاذ.  قبثل هقبیؼِ ثب ػیغ دلاسیي ثاِ سٌْابیی های    ااش ایي کِ

ٍ    هیَُ ػلبسُ ػلاٍُ سشکیت  داسٍ  ػایغ دلاسایي دس     ثلاَى 

ِ   ثبػاث  هٌبػت دٍص ٍ  Sub G1   ػالَلی دس فابص   سَقا  چشخا

 ؿَد. هی S کبّؾ فبص

 

   
ّای هْاجرت کردُ بِ  ساعت بعد از تیوار بررسی سلَل 48( ٍ عکس سوت چپ، 0سیس پلاتیي ساعت ) m12µ( 50ICغلظت ). عکس سوت راست، تیوار با 9شکل 

ًتایج، ًشاى از هْار هعٌادار  .ّای کٌترل است ی تیوار در هقایسِ با سلَل کٌٌدُ دریافت AGSّای  دار در قابلیت هْاجرت سلَل ی تفاٍت هعٌی دٌّدُ فضای زخن ًشاى

 (4×بسرگٌوایی)هیکرٍ هَلار سیس پلاتیي  12 (50ICّای سرعاًی در غلظت ) هْاجرت سلَل
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 ساعت بعد از تیوار بررسی  48( ٍ عکس سوت چپ 0ی بلَط ساعت ) ی هیَُ عصارُ mg70 (50ICعکس سوت راست، تیوار با غلظت ) .10شکل 

 ی تیوار در هقایسِ با  کٌٌدُ دریافت AGSّای  دار در قابلیت هْاجرت سلَل ی تفاٍت هعٌی دٌّدُ فضای زخن ًشاىّای هْاجرت کردُ بِ  سلَل

 ×(4ی بلَط )بسرگٌوایی  گرم عصارُ هیلی 70 ّای سرعاًی در ّای کٌترل است. ًشاى از هْار هعٌادار هْاجرت سلَل سلَل

 

 ثاب  سا CDK2/cyclin Eّوچٌیي سشکیات ایاي دٍ هابدُ فؼبلیاز     

کِ ؿبّذ ااشار   ًَس ثِ اػز. دادُ کبّؾ P21 ػٌح دشٍسئیي افضایؾ

  ثلَى ثش هشگ ػلَلی )آدَدشَص( ثَدین    هیَُ ػیغ دلاسیي ٍ ػلبسُ

سَاًاذ   یها کِ ایي ااش دس دٍص سشکیجی ایي دٍ داسٍ هـَْدسش ثَد ٍ ایاي  

 یٌشطیؼوی ایي دٍ داسٍ دس سشکیت ثب یکذیگش ثبؿاذ.   ااش ػ دٌّذُ ًـبى

    ِ   حاذٍد    ًشهابل ثاذٍى سیوابس،    ثشسػی آدَدشاَص ًـابى داد کاِ ًوًَا

ثاب   ّاب  ػلَلیي سیوبس ٍ ّوچٌ ثبؿٌذ یهدس فبص صًذُ  ّب ػلَلدسكذ  76

هیکشٍگاشم ثاش    70( یؼٌای  50IC  ثلاَى دس غلظاز )     هیاَُ  ػلبسُ

 ٍ دس فبص آدَدشَص ّب ػلَلدسكذ  88ػبػز دغ اص سیوبس؛  48لیشش  هیلی

دس فابص صًاذُ    ّاب  ػلَلی هبثقدس فبص ًکشٍص ٍ  ّب ػلَلدسكذ  4/1سٌْب 

     هیاَُ    القبء آدَدشَص سَػي ػلابسُ  دٌّذُ ًـبىقشاس داؿشٌذ ٍ ایي 

هیکشٍهاَلاس ػایغ    12  سیوبس ؿذُ ثاب غلظاز    ثبؿذ. ًوًَِ یهثلَى 

 ؿاذُ   دادُػبػز دغ اص سیوبس ًـبى  48(، 50ICیؼٌی غلظز ) دلاسیي

دسكاذ   7/1ثبؿاٌذ ٍ سٌْاب    یها دس فبص آدَدشاَص   ّب ػلَلدسكذ  74 کِ

ثبؿاٌذ؛ ٍ ایاي    یهدس فبص صًذُ  ّب ػلَلی هبثقدس فبص ًکشٍص ٍ  ّب ػلَل

 ثبؿذ.   یه  القبء آدَدشَص سَػي ػیغ دلاسیي  دٌّذُ ًـبى

 

  
بررسی ساعت بعد از تیوار  48( ٍ عکس سوت چپ، 0پلاتیي ساعت ) سیس m12µی بلَط ٍ  عصارُ mg70ترکیبی با غلظت  . عکس سوت راست، تیوار11شکل 

 ّای کٌترل است. ی تیوار در هقایسِ با سلَل کٌٌدُ دریافت AGSّای  دار در قابلیت هْاجرت سلَل ی تفاٍت هعٌی دٌّدُ ّای هْاجرت کردُ بِ فضای زخن ًشاى سلَل

 ×(4 )بسرگٌواییًسبت بِ ًوًَِ کٌترل دارد  12/70ّای  ّای سرعاًی در ترکیب ایي دٍ دارٍ در غلظت ًتایج، ًشاى از هْار هعٌادار هْاجرت سلَل
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( دٍ 50ICدس غلظاز )  12/70سیوبس سشکیجی ػیغ دلاسیي ٍ ثلَى 

دس فابص   ّب ػلَلدسكذ  92کِ   دادػبػز دغ اص سیوبس ًـبى  48داسٍ، 

دس فابص ًکاشٍص ٍ هابثقی     ّاب  ػلَلدسكذ  8/0ثبؿٌذ ٍ سٌْب  یهآدَدشَص 

  القبء آدَدشَص سَػاي   دٌّذُ ًـبىثبؿٌذ ٍ ایي  یهدس فبص صًذُ  ّب ػلَل

یی سیوابس سشکیجای   سٌْب ثِ ّب ػلَلهقبیؼِ ثب سیوبس  دس ایي دٍ داسٍ اػز.

   دٌّاذُ  ًـبىسَاًذ  یهسش  ثش القبء آدَدشَص ایجبد کشدُ کِ ایي   قَااش 

ًشابیح   ًجق ااش ػیٌشطیؼوی دٍ داسٍ ثب یکذیگش دس حبلز سشکیجی ثبؿذ.

 Q2دس فابص ساأخیش ،    ّاب  ػالَل دس ّش ػِ سیوبس، هیضاى  آهذُ  دػز ثِ

یح حبكال اص آصهاَى   )هشگ( آدَدشَص ثیـشش ثَدُ اػاز. ّوچٌایي ًشاب   

سشهین صخن حبکی اص اهکبى هْبس قبثلیز هْبجشر ػلَلی ٍ احشوبلاً ثاِ  

هیکشٍ  12دس غلظز  دًجبل آى هْبس فشایٌذ هشبػشبص سَػي ػیغ دلاسیي

لیشاش   هیکشٍگشم ثاش هیلای   70  ثلَى دس غلظز    هیَُ هَلاس ٍ ػلبسُ

ن ًیض دیذُ ؿاذ.  ثبؿذ. ایي ااش هْبس  دس حبلز سشکیجی ایي دٍ هبدُ ثبّ هی

کِ ایاي اااش هْابس  اص ًشیاق      آهذُ دس ایي صهیٌِ ًـبى داد  دػز ًشبیح ثِ

 (، القبء ؿذُ اػز.2 )هبسشیکغ هشبلَ دشٍ سییٌبص MMP2کبّؾ ثیبى 

؛ ًشبیح حبكال ًـابى   ّب طىدس ایي هٌبلؼِ، ثب ثشسػی ثش سٍ  ثیبى 

   هیاَُ    دس سیوابس ثاب ػلابسُ    P21طى  هؼٌبداساص افضایؾ ثیبى ًؼجی 

ِ  کاذام  ّاش ثلَى ٍ ػیغ دلاسیي  سیوابس   ٍ 50ICیی دس غلظاز  سٌْاب  ثا

دس سیوابس ثاب    MMP2  ٍCDK2  ّب طىثیبى  ٍ کبّؾسشکیجی داسٍّب 

ِ  کاذام  ّش  ثلَى ٍ ػیغ دلاسیي    هیَُ ػلبسُ یی دس غلظاز  سٌْاب  ثا

50IC ٍ .سیوبس سشکیجی داسٍّب داسد 

 دسهابًی  ساأایشار  سٍى ثاش  ا  گؼششدُ هٌبلؼبر اخیش ّب  ػبل دس

  ِ اًجابم   ّاب  ػاشًبى  اًاَاع    داسٍّب  غیش ؿیویبیی ٍ گیابّی دس صهیٌا

ِ  داسٍیای  گیبّابى  گشفشِ اػز. کابسثشد   دس كاٌبػی  داسٍّاب   جاب   ثا

 هاثاشُ  سشکیجبر سٌَع ٍ جبًجی ػَاسم ثَدى کن دلیل ثِ اخیش ّب  ػبل

 ٍ داسٍّاب  ؿایویبیی   اص اػشنبدُ ثِ اػز. گشایؾ افضایؾ یبفشِ گیبّی

ِ  اخیش ّب  ػبل ًی دس ثِ ٍیظُ ٌشض ػ  سشکیجابر  ٍ ثاَد  افاضایؾ  سٍثا

دیاذا   جْاز  سا ّاب  هْوای   فشكاز  گیبّبى، اص آهذُ دػز  ثِ ؿیویبیی

 اػز. آٍسدُ فشاّن ًجیؼی هٌـأ ثب جذیذ داسٍّب  کشدى

ِ  کشدًذ ػٌَاى ّوکبساى ٍ کشیوی ا  ًی هٌبلؼِ 1394دس ػبل   کا

 داسا  فٌاَلی  سشکیجبر اص صیبد  هقبدیش داؿشي   ٍاػٌِ ثِ ثلَى   هیَُ

 اػز. ّوچٌیي ًـبى دادًاذ کاِ سَاًابیی    ثبلایی اکؼیذاًی دشبًؼیل آًشی

 .(14)ثَد  غلظز ثِ اکؼیذاػیَى ٍاثؼشِ هْبس دس ّب اکؼیذاى آًشی

 ثشگ سٍ  ثش ّوکبساى ٍ Zehra کِ ا  ًی هٌبلؼِ 2019دس ػبل 

ثیبى کشدًذ کاِ   داؿشٌذ، Quercus incanaثلَى گًَِ  دسخز دَػشِ ٍ

   سشکیجبر جذا ؿاذُ اص دَػاشِ ٍ ثاشگ دسخاز ثلاَى دس ثشاثاش سدُ      

ّب  ػشًبًی سیِ، داسا  فؼبلیز  ػلَل NSCL (NCI_H460)ػلَلی 

 دس فؼبلیاز  ایاي  هیضاى ثیي  ایي دس کِ ثبؿذ هی آدَدشَص  ٍ هذ هشبػشبص 

 .(16) ثَد ؿذُ جذا هَاد ػبیش اص ثبلاسش گیبُ ثشگ اص ؿذُ جذا ثَسَلیي

Moradi ٍ کشدًاذ  ثیبى ا  هٌبلؼِ دس 2016 ػبل دس ّوکبساى  ِ  کا

ّاب    ػالَل   خبم اسیال الکلای ثلاَى، ثبػاث افاضایؾ هاشگ        ػلبسُ

ااشثخـی ایاي   ؿَد. ّوچٌیي ػشًبًی اص ًشیق القب صٍدسع آدَدشَص هی

دس ؿااشایي  AGS&Hella &HDFsّااب   هاابدُ سا ثااش سٍ  ػاالَل

 MTT assayکِ دغ اص  کشدًذ هـبّذُ آصهبیـگبّی ثشسػی ًوَدًذ ٍ

 ػااشًبًی سکریااش اص ًشیااق ّااب  ػاالَلٍ اسصیاابثی فلَػاابیشَهشش ، دس 

 .(13)گشدد  هیدَدشَص اٍلیِ هْبس آ

   ِ ا  اػاز کاِ ثاِ ثشسػای اااشار       دظٍّؾ حبهاش اٍلایي هٌبلؼا

  ثلَى ثِ ّوشاُ سشکیت داسٍ  هؼواَل ػایغ دلاسایي       هیَُ سُػلب

 سؿاذ  گیابّی،  سشکیجابر  اص کاِ ثؼایبس    دشداخشِ اػز. هـخق ؿاذ 

ِ  سَقا   ثاب  سا سَهاَس   ّاب   ػالَل   هااشگ القاب   ٍ ػالَلی    چشخا

ِ . ًوبیٌاذ  های  ؿذُ هْبس سیض   ثشًبهِ ثاِ   فلاٍٍدیشیاذٍل  هرابل،  ػٌاَاى  ثا

ّاب قابدس ثاِ    CDK اًاَاع  هْبس قجیل اص هخشلنی ّب    هکبًیؼن ٍاػٌِ

 سشکیت ایاي دٍ هابدُ   کِ ؿذ ثبؿٌذ. هـبّذُ   ػلَلی هی سَق  چشخِ

 سَقا   آدَدشَص، ثبػث سحشیک هخشل  هلکَلی ّب  هکبًؼین ًشیق اص

 ػاشًبًی  ّب  ػلَل سکریش هْبس ًیض ٍ هْبجشر هْبس ٍ ػلَلی   چشخِ

 ساَاى  های  ًیض سا ایي سشکیت داسٍیی ثخـی اص ااشار غدس ٍاق ؿًَذ. هی

 .داد ًؼجز ػلَل   ؿذُ سیض   ثشًبهِ هشگ القبء ٍ ػلَلی سکریش هْبس ثِ

 

 گیری نتیجه

سَاًذ ثاب   یه  ثلَى ٍ ػیغ دلاسیي    هیَُ سػذ سشکیت ػلبسُ ثِ ًظش هی

ٍ  P21ّابیی کاِ ًقاؾ ػاشکَثگش سَهاَس داسًاذ، هرال         افضایؾ ثیبى طى

ّب هٌجش ثِ هْبس سؿذ ؿًَذ. اص ػَ  دیگش ثاب کابّؾ   CDKثیبى  کبّؾ

اص هْاابجشر  MMP2  هاابسشیکغ هشبلَدشٍسییٌبصّااب هراال  ّااب طىثیاابى 

یي ثبػث کبّؾ سؿذ ٍ هْابس  ّوچٌ کٌذ. یهٍ هشبػشبص جلَگیش   ّب ػلَل

  قبثال گشدد ٍ ایاي اااش    یه  ػشًبًی اص ًشیق القبء آدَدشَص ّب ػلَلسؿذ 

 .ثبؿذ یهیی سٌْبِ ثیؼِ ثب ااش ػیغ دلاسیي هقب

 

 تشکر و قدردانی

      دظٍّبًااِ ایااي هقبلااِ حبكاال ًااشت سحقیقاابسی ثااِ ؿااوبسُ    

SCU.SB1401.12468*ِطًشیاک هلاَة ؿاَسا  داظٍّؾ      سؿش  

ثبؿاذ ٍ ثاب    ّب  ػلَم دبیِ دس داًـگبُ ؿاْیذ چواشاى اّاَاص های     ًشت

 .ّب  هبلی ٍ هؼٌَ  ایي داًـگبُ اًجبم ؿذُ اػز حوبیز
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Abstract 

Background: The purpose of this research was to investigate the effect of oak fruit extract and its combination with 

chemotherapy drug cisplatin on AGS gastric adenocarcinoma cell line and also to evaluate its effect on cell cycle, 

apoptosis, and metastasis as well as the expression of key genes P21, CDK2, and MMP2.  

Methods: Cytotoxic effects of oak fruit extract and its combination with cisplatin on gastric cancer AGS cell 

line 48 hours after treatment were investigated using the MTT method. Using Real-Time PCR, the expression 

changes of P21, CDK2, and MMP2 genes were investigated. Cell cycle and apoptosis were also investigated by 

flow cytometry. 

Findings: The results showed that oak fruit extract combined with cisplatin causes more effects of apoptosis and 

cell death and inhibition of metastasis, as well as reducing the expression of MMP2 compared to the use of 

cisplatin alone after 48 hours of incubation.  It also causes the cell cycle to stop in the Sub G1 phase and reduce 

the S phase. Also, the combination of these two substances has reduced the activity of CDK2/cyclin E by 

increasing the level of P21 protein. 

Conclusion: It seems that the combination of oak fruit extract and cisplatin can express genes that play a tumor 

suppressor role, such as P21, and reducing the expression of CDKs leads to growth inhibition. On the other hand, 

by reducing the expression of genes such as MMP2, it prevents cell migration. It also inhibits the growth of 

cancer cells by inducing apoptosis, and this effect is comparable to the effect of cisplatin alone. 

Keywords: Acorn; Apoptosis; Cisplatin; Genes; Stomach Neoplasms; Tumor Suppressor 
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