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القاي سمیت سلولی و بیان ژن  بررسی تاثیر عصاره متانولی پوست انار بر
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 چکیده 
به عنوان عامـل  تواند ها میسیتوتوکسیک نظیر پلی فنل عصاره پوست انار با برخورداري از ترکیبات و هدف: زمینه

شناسایی ترکیبات فیتوشـیمیایی  این مطالعه با هدف  .باشدمطرح سرطان موثر و مناسب براي پیشگیري و جلوگیري از 
 یرگزایگردن رحم و تاثیر آن بر بیان ژن سرطان میزان سمیت آن بر رده سلولی و برآورد  پوست انارعصاره موجود در 
 .انجام شد

و ترکیبـات   در پژوهش حاضر عصاره گیري پوست انار بصورت کیفی توسط دستگاه سوکسله صورت گرفت ها:روش
هاي و در زمان هادر غلظت Hela. میزان سمیت این عصاره بر رده سلولی شناسایی گردیدموجود در آن فیتوشیمیایی 

به روش  PDGFمیزان بیان ژن  Real-time PCRروش با استفاده از  سپسارزیابی شد.  MTTروش ه ب مختلف،
از جهـت بررسـی تـاثیر عصـاره      21نسخه  SPSSهاي تیمار شده ارزیابی و از نظر آماري با نرم افزار سلولدر کمی 

 .مدل خطی تعمیم یافته و آزمون چند دامنه اي دانکن جهت معنی داري داده ها استفاده شد

ها در عصاره متـانولی پوسـت انـار    د کننده وجود ترکیبات متنوعی از جمله پلی فنلتایی هاي فیتوشیمیاییتست نتایج:
هاي مختلف داراي خاصیت ضد توموري اسـت.  نشان میدهد که عصاره پوست انار در غلظت MTT نتایج تست است.

 شـود  مـی  Helaسـرطانی   رده سلولیدر  PDGFعصاره باعث کاهش بیان ژن  این نشان میدهد کهبیان ژن بررسی 
)04/0P=(. 

تواند  ي و سایتوتوکسیک در سرطان دهانه رحم، میعصاره پوست انار با برخورداري از اثرات ضد تومور گیري:نتیجه
 هاي سرطانی ممانعت کرده و احتمـالا عامـل مـوثري در جهـت پیشـگیري از رشـد و گسـترش        از رشد و تکثیر سلول

 .هاي سرطانی باشدسلول

 :  ها واژه دیکل
انار، رگ زایی، ژن پوست 

PDGF، ضد سرطان 

 

 يشـر بـرا  نحقوق  یتمام
 یدانشگاه علـوم پزشـک  

محفــوظ  تربــت حیدریــه
 است.

 مقدمه 

باشـند کـه    مـی بـدن  هـاي   از سـلول  بخشـی  يهاي تومور سلول

تنظیم تکثیر خود را از دسـت داده و بنـابراین بـه مقـدار      یتوانای

هـا جهـت تـامین    سـلول  رو ایـن  یـن ا . ازمی یابندنامحدود تکثیر 

اکسیژن و مواد مغذي مـورد نیـاز خـود از طریـق فرآینـدي کـه       

هـاي جدیـد را    بسیار به رگ زایی طبیعی شبیه است، تشکیل رگ

کنند. در واقع با افـزایش انـدازه   از شبکه مویرگی موجود القا می

هاي توموري هیپوکسیک و اسیدیک شده و  تومور، محیط سلول

کننـد کـه در نتیجـه     د فاکتورهاي رشد مـی شروع به افزایش تولی

 . )2، 1( شود هاي خونی موضعی تشکیل می آن، رگ

در یک مطالعات اثر  عصاره پوسـت انـار بـر ژن هـاي تحریـک      

در  VEGFو Fibronectin ,MMP9از جملــه  کننــده متاســتاز

رده ســلولی پســتان بیــانگر کــاهش بیــان ایــن ژن هــا و کــاهش 

ت. بـه نظـر مـی رسـد، عصـاره      هاي توموري اسمتاستاز سلول

تواند به عنوان یک عامل مهارکننده مناسب جهـت  پوست انار می
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 ).3هــاي تومــوري محســوب گــردد (ممانعــت از انتشــار ســلول

ــین ــل PDGF ژن همچن ــ عام ــی و  مهم ــه در رگ زای ــت ک ی اس

پیشرفت سرطان نقـش کلیـدي دارد و بـه همـین دلیـل بررسـی       

ــرطا   ــات س ــن ژن در تحقیق ــان ای ــزان بی ــالایی می ــت ب ن از اهمی

. ســرطان گــردن رحــم از رشــد فزاینــده و )4(برخــوردار اســت 

هـاي اپیتلیـالی دهانـه رحـم و ریـزش مـداوم ایـن         نامنظم سلول

ایـن بیمـاري چهـارمین سـرطان و      شـود.  هـا حاصـل مـی   سلول

 ؛باشدچهارمین عامل مرگ و میر حاصل از سرطان در زنان می

مورد از ابتلا بـه ایـن     528000، از 2012اي که در سال به گونه

اسـت. بـه طـور     منتهـی شـده  مورد بـه مـرگ    226000سرطان، 

از موارد سرطان دهانه رحم در کشورهاي توسـعه   %70 معمول

از کـل مـرگ و میـر ناشـی از      % 8افتد که حـدود   یافته اتفاق می

 . )7-5( شود ها را شامل می سرطان

پـس از   سرطان دهانـه رحـم در ایـران دومـین سـرطان شـایع،      

 11و رتبه بوده ي زنان سرطان پستان و پنجمین سرطان کشنده

). 8( هــاي زنــان ایرانــی را تشــکیل میدهــددر بــین کــل ســرطان

هاي رایج براي درمان سرطان از جمله، شـیمی  استفاده از روش

درمانی اگرچه توانسته است تاحدودي از پیشرفت رو به افزایش 

رض جانبی فـراوان ناشـی از   ولی عوا ،این بدخیمی کشنده بکاهد

رو سـرطان اسـت. از ایـن    در درمانها، چالشی بزرگ این روش

هــاي ضــد ترکیبــات طبیعــی بــا ویژگــیدر جســتجوي محققــان 

سرطانی هستند تا از این طریق بتوانند با کاهش عوارض جـانبی  

روشهاي سرطان درمانی، کیفیت زندگی مبتلایان به سـرطان را  

ان گیاهـان دارویـی بـا برخـورداري از     افزایش دهند. در این می ـ

ترکیبات ضد توموري می توانند جانشین مناسبی براي ترکیبات 

 هـــاي ســـرطانی شـــیمی درمـــانی جهـــت مبـــارزه بـــا ســـلول

 ). 10، 9( باشند

متعلـق بـه خـانواده     Punica granatum L انـار بـا نـام علمـی     

Punicaceaeهـاي خـوراکی    ، به عنوان یکی از قدیمی ترین میوه

هـا   ست که کاربرد گسترده اي در طب سنتی بسـیاري از تمـدن  ا

داشته است. این میوه بومی ایران است که به طـور گسـترده در   

 ایران هند و ایالات متحده و به مقدار کمتر در بیشتر کشورهاي

پلی فنلیک انـار،   اتترکیبشود.  خاورمیانه و خاور دور کشت می

 رشـد  از و اسـت  هـابی ضد الت و داراي خاصیت آنتی اکسیدانی

 پژوهشی ). گزارشات10( ممانعت می نماید سرطانی هاي سلول

هـاي   آنتی اکسیدانی قوي عصاره قسمت زیادي مبنی بر فعالیت

کـه در ایـن میـان عصـاره      )13، 12( مختلف انار ارائه شده است

پوست انار، داراي فعالیت آنتی اکسیدانی قابل توجهی اسـت کـه   

ات فنلـی موجـود در ایـن بخـش از جملـه      با میزان بـالاي ترکیب ـ 

، 12( ) همبسـتگی دارد Ellagic acidترکیب فنولی الاژیک اسید (

شناسـایی ترکیبـات فیتوشـیمیایی    . مطالعه حاضر بـا هـدف   )13

میـزان سـمیت آن بـر    و بـرآورد   پوست انارعصاره موجود در 

رگزایـی  گردن رحم و تاثیر آن بر بیـان ژن  سرطان رده سلولی 

  .انجام شد

 هاروش 

پوست انار بعد از شستشـو جـدا    عصاره گیري از پوست انار:

شده و در شرایط مناسب دمایی و دور از نور خورشید خشـک،  

عمل عصـاره ) Soxhletسوکسله (و سپس با استفاده از دستگاه 

بـدین منظـور از مخلـوطی از    گیري از پوسـت انـار انجـام شـد.     

%) 1نرمال ( 5/1ریدریک %) و اسید کل19%)، آب مقطر (80متانول

(حلال بـه نمونـه) اسـتفاده گردیـد.     15:1به عنوان حلال با نسبت 

مقداري پودر پوست انـار بـه همـراه حـلال در ارلـن متعلـق بـه        

سـاعت عصـاره    10تـا   6دستگاه سوکسوله ریخته شده و بـین  

گیري انجام شد. سپس عصاره حاصل بـه بشـر منتقـل شـده و     

پـس از ایـن مرحلـه عصـاره ي      توسط کاغذ واتمـن فیلتـر شـد.   

 30حاصل به منظور تبخیر حلال داخل حمام آب گرم در دمـاي  

درجه سانتی گـراد قـرار داده شـد. بعـد از تبخیـر کامـل حـلال        

عصاره ي به دست آمده جمع آوري شده و تا زمان استفاده در 

 یخچال نگهداري شد.

 با استفادهبررسی ترکیبات فیتوشیمیایی عصاره پوست انار: 

از معرف هاي خاص، ترکیبات فیتوشیمیایی عصاره پوست انـار  

 ،تري ترپنوئیـدها ، فلاونوئید، استروئید، فنل هااز جمله تانین ها، 

، گلیکوزید، ها پروتئین، Cویتامین ، فلوباتانین، ساپونین، آلکالوئید

بررسی گردید. براي تایید وجود این مـواد در عصـاره    استرول
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استاندارد با استفاده از معرف خاص و  پوست انار از تست هاي

 ).14(یا روش خاص استفاده شد 

این مطالعه در محیط آزمایشـگاه و   رده سلولی و محیط کشت:

) انجام شـد.  Helaبا استفاده از رده سلولی سرطان گردن رحم (

از بانـک سـلولی انسـتیتو پاسـتور (تهـران،        Helaي سلولی  رده

ي سلولی در محیط کشـت   این ردههاي . سلولگردیدایران) تهیه 

RPMI-1640  %  ،10 درصدFBS  در دماي ،C° 37   5با فشـار %

CO2 کشت داده شدند.95 رطوبت و % 

ي حاضـر  در مطالعه مانی سلول: تعیین سمیت سلولی و زنده

اسـتفاده   MTTسـنجش  جهت بررسی سمیت سـلولی  از روش  

سـت انـار،   گیري سمیت عصاره متـانولی پو شد. به منظور اندازه

به طور جداگانه به میزان  (Hela)هاي سرطان گردن رحم  سلول

تایی ریخته شـد و بـه مـدت     96سلول در هرچاهک از پلیت  104

، 25، 10، 5، 5/2 هـاي ساعت کشت داده شدند. سپس، غلظـت  24

ــرم  1000و  500، 250، 100، 75، 50 ــر  میکروگ ــی لیت ــر میل از ب

 96هاي موجود در پلیـت  عصاره پوست انار تهیه شده و سلول 

سـاعت تیمـار    72و48، 24خانه با این غلظت ها براي زمان هاي 

میکرولیتـر   20پس از گذشت زمان تیمارهاي مورد نظـر،  . شدند

لیتـر بـه هـر چاهـک     گرم بر میلـی میلی 5با غلظت  MTTمحلول 

ساعت انکوبه شدند. بعـد از آن مـایع رویـی     3اضافه و به مدت 

 200هـاي فورمـازون   حل شدن کریسـتال  منظورخارج شد و به

ــر  ــد. جــذب در طــول مــوج   DMSOمیکرولیت  570اضــافه گردی

ریدر ثبت و در نهایت بـا توجـه بـه     الایزا دستگاه نانومتر توسط

 مانی سلولها محاسبه گردید.ي زیر درصد زندهرابطه

100×  
ر براي محاسبه غلظتی که د عصاره پوست انار: IC50محاسبه 

بـوده   بقـاي سـلولی   %50آن عصاره پوست انـار باعـث کـاهش    

استفاده شد. بـراي ایـن منظـور     Originاز نرم افزار  (IC50)است

داده شد و پس  Originها و درصد بقا به نرم افزار  مقادیر غلظت

هاي در نظر گرفتـه   از رسم نمودار براي هر ساعت و طبق غلظت

 محاسبه شد. IC50شده محاسبات مورد نظر انجام و 

در پژوهش حاضر به منظـور   :RNAاستخراج و کنترل کیفیت 

 زیسـت، مشـهد،   دنـا  شـرکت (از کیـت سـتونی    RNAاستخراج 

و طبق پروتکل کیت مورد نظر مراحـل اسـتخراج   استفاده  )ایران

RNA  انجام گردیـد. بـه منظـور بررسـی کمـی      به روش ستونی

RNA    و دراپ استخراج شده از نظر غلظت و میـزان خلـوص نـان

استفاده شد و نسبت هایی که از نانو دراپ دریافـت شـد نشـان    

بود. به منظـور ممانعـت از وجـود آلـودگی     RNA دهنده خلوص 

DNA   ژنومی و جواب مثبت کاذب، با استفاده از آنـزیمDNaseI 

)Fermentas, USA عاري از (RNase  عملDNA  زدایی صورت

 گرفت. 

(شـرکت  cDNA تز این مرحلـه توسـط کیـت سـن     :cDNAسنتز 

ــران) و دســتگاه   ــارس طــوس، مشــهد، ای ــت.   PCRپ انجــام گرف

بر اساس پروتکل ارائه شده توسط شرکت صورت  cDNAسنتز

 پذیرفت. 

از آزمـون   و بررسی میزان بیـان ژن:  Real-time PCRفرایند 

Real-time PCR  براي آنالیز کمی بیان ژنPDFG   .استفاده شـد

، cDNAون عبارتند از نمونه هـاي  مواد مورد نیاز براي این آزم

Primer  ،(آغازگرهـا) SYBR Grean Master Mix   و آب مقطـر

باشـد.   مـی میکرولیتـر   20استریل که حجم نهایی محلول حاصل 

به عنوان ژن کنتـرل داخلـی اسـتفاده     GAPDHیند از آدر این فر

درجـه   94صـورت:   بـه  qRT-PCRشد و چرخه دمـایی واکـنش   

 94سـیکل دمـایی شـامل     40قیقـه و طـی   د 2سانتیگراد به مدت 

ثانیـه   10درجه سانتیگراد به مدت  60ثانیه و  5درجه سانتیگراد 

 1ثانیه انجام گرفت و در نهایت به مدت  5درجه سانتیگراد  72و 

درجـه سـانتیگراد قـرار داده شـد. بعـد از بررسـی        72دقیقه در 

-qRTمنحنی ذوب و کنترل کیفی دمـا و بیـان ژن مـوردنظر در    

PCR   ــدمان بــالاي ژن مــورد  CT% میــزان 95بــا توجــه بــه ران

و  )15( شـد  Pfafflبررسی و همچنین کنترل داخلی وارد فرمول 

 صورت نسبتی گزارش شد.  میزان بیان ژن موردنظر به

ژنـومی در   DNAبه منظـور اطمینـان از عـدم حضـور آلـودگی      

و بـه منظـور اطمینـان     RT minus، از کنترل منفی RNAي نمونه

در  NTC (Non-template control) از عدم آلـودگی اگـزوژن از   
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استفاده گردید. سپس محصـول فرآینـد     Real time PCRفرآیند

ــدي در روي ژل   ــه بان ــن مرحل ــود شــد. در ای روي ژل آگــارز ل

ژنومی و یا آلودگی اگـزوژن   DNAالکتروفورز جهت آلودگی با 

 مشاهده نشد.

 ستفادهمشخصات پرایمرهاي مورد ا .1 جدول

 تعداد سیکلهاي PCR طول محصول '3   '5توالی آغازگر   نام ژن
Real-Time PCR 

PDGF F: GCCAGGTTGTCTCCTGGTTA bps 86 40 
R: TGCTTGGGACACATTGACAT 

GAPDH 
F: TGCACCACCAACTGCTTAGC bps 87 40 

R: GGCATGGACTGTGGTCATGAG 
  

در این مطالعه تحلیل آمـاري داده هـا بـه     آماري داده ها:تحلیل 

انجـام شـد و از آزمـون چنـد      SPSS 22وسیله نرم افزار نسخه 

% و مـدل آمـاري خطـی تعمـیم یافتـه      5دامنه اي دانکن در سطح 

GLM    با در نظر گرفتن یک متغیر وابسته و متغیر هاي مسـتقل

فته شد. از نظر در نظر گر 05/0داري استفاده گردید. سطح معنی

هاي انسانی، موضـوع  رعایت اصول اخلاقی حفاظت از آزمودنی

 .و روش انجام پژوهش بررسی شده و به تصویب رسید

 نتایج 

سایتوتوکسـیتی عصـاره    وترکیبات فیتوشـیمیایی  بررسی 

 ترکیبات فیتوشـیمیایی بررسی  :Helaهاي  پوست انار بر سلول

ــد  ــابی گردی ــار مثبــت ارزی ) و a-1(تصــویر  عصــاره پوســت ان

هـاي مختلـف    تیمارهاي عصاره پوست اناربا غلظت  MTTنتایج

نشـان  ساعت تیمار بـا عصـاره    24در  Helaهاي  بر روي سلول

میکرو گـرم بـر   250تا  1000بقاي سلول ها از غلظت  دهد که می

میکرو گرم  5/2تا  250میلی لیتر کاهش یافته و دوباره از غلظت 

) و b-1تصـویر  ( شـود  شـاهده مـی  بر میلـی لیتـر کـاهش بقـا م    

عصـاره پوسـت    5/2ساعت در غلظـت   24کمترین میزان بقا در 

تغییـرات بقـاي   طبق آنالیز آماري انجـام شـده    .انار مشاهده شد

 معنــی دار تمــامی غلظــت هــا نســبت بــه گــروه کنتــرل ناشـی از  

تیمارهاي عصاره پوسـت انـار    MTTنتایج  ).P=0.001( باشدمی

داد کـه از   سـاعته نشـان    48 تیمار در Helaهاي  بر روي سلول

میکرو گرم بـر میلـی لیتـر بقـاي سـلول هـا        100تا  1000غلظت 

میکـرو گـرم بـر     5/2تـا   75کاهش یافته است و سپس از غلظت 

میلی لیتر دوباره کاهش بقاي وابسته به دوز نشـان داده شـد و   

، کــاهش بقــاي ســاعت 48داده هــاي آنــالیز آمــاري  اســاسبــر 

همه غلظت هاي اعمال شده نسبت به گـروه   ده توسطمشاهده ش

ــی دار  ــرل معن ــین  .)=001/0P(باشــدمــیکنت ــایج همچن  MTTنت

سـاعت نشـان داد کـه از     72 انـار طـی   تیمارهاي عصاره پوست

میکرو گرم بـر میلـی لیتـر بقـاي سـلول هـا        100تا  1000غلظت 

میکـرو گـرم بـر     5/2تـا   75کاهش یافته است و سپس از غلظت 

  .یتر دوباره کاهش بقاي وابسـته بـه دوز نشـان داده شـد    میلی ل

نشان می دهـد  ساعت  72آماري تیمارهاي اعمال شده در تحلیل 

همه غلظت ها نسبت به گروه کنتـرل  که کاهش بقاي القا شده در 

  .)=001/0P( باشد میمعنی دار 

) b-1(تصـویر   آماري آزمون چنـد دامنـه اي دانکـن   تحلیل  طبق 

ارتباط ساعت  72و  48، 24ها و گروه کنترل طی بین همه غلظت 

 .)=001/0P( معنی داري وجود داشته است

هایی که با  با استفاده از گراف عصاره پوست انار: IC50میزان 

اي مختلف پوسـت  ه غلظتاز  origin 2018استفاده از نرم افزار 

هاي عصـاره پوسـت    غلظت IC50ساعت، میزان  72و  48انار در 

میکـرو گـرم بـر میلـی لیتـر       10و  100، 200ظت هاي انار در غل

 محاسبه شد. 

  NTCو نتــایج  RTبررســی کنتــرل منفــی  :RNAکنتــرل کیفــی 

ژنـومی و   DNAدهد که هیچگونـه آلـودگی حاصـل از     نشان می

  .وجود نداشتاستخراج شده  RNAاگزوژن در 
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 نتیجه تست نوع ترکیب تست شده

 + ساپونین

 + فلوباتانین

 + cن ویتامی

 + پروتئین ها

 +  گلیکوزي

 + استرول

 + تانین

 + استروئید

 + ترکیبات فنلی

 + ها فلانوئید

 + تري ترپنوئیدها

 + آلکالوئید ها
  

A B 
اره پوست انار بر رده سلولی سرطان ) نمودار بررسی میزان سمیت عص(b ،ترکیبات فیتوشیمیایی عصاره پوست انارنتایج تست  (a) .1تصویر

 )P<0.05باشد (دار میها با گروه کنترل معنی ساعت اختلافات بقا در تمامی گروه 72و  48، 24رحم طی 

منحنی تکثیر محصولات بر حسب از  :PDGF  بیان ژنارزیابی 

سیکل اول در میزان  23در توان دریافت که می  PCRهاي سیکل

امـا در   ،شـود غییر محسوسی ایجاد نمیمحصولات تکثیر شده ت

ــیکل  ــه، از س ــا    24ادام ــی ی ــاز افزایش ــنش وارد ف ــد، واک ــه بع ب

Exponential 2(تصاویر  شودمی-  aوb.(   بررسی منحنـی ذوب

-منحنـی  دهـد کـه   نشان میمورد بررسی  هاي ها براي ژننمونه

هـاي دمـایی همـه    هاي ذوب همگی بر هـم منطبـق هسـتند و قلـه    

 ).dو  c – 2(تصاویر  یک دما قرار دارند نمودارهاي روي

 توسـط تکنیـک  ) PDGF( بیان ژن هـدف  بررسی نتایج حاصل از

PCR Real Time  سلول هاي سرطان گردن رحم در(Hela)   کـه

میکرو گرم بر میلی لیتـر از   10،100،200غلظت هاي در معرض 

در غلظـت  دهـد کـه    قرار گرفته اند نشان مـی عصاره پوست انار 

 ، در26/0 و گرم بر میلی لیتر، میـزان بیـان نسـبی ژن    میکر 200

 10بـراي غلظـت    و 0 /36 میکروگـرم بـر میلـی لیتـر     100غلظت 

. در  تحلیـل آمـاري   محاسـبه شـد   90/0 میکروگرم بر میلی لیتر

 200،100،10بـین ایـن غلظـت هـاي      MTTانجام شده در بخـش  

میکـرو گـرم بــر میلـی لیتــر ارتبـاط معنــی داري وجـود داشــت      

)P=0.001   و در قسمت بیان ژن نیز این ارتباط از نظـر آمـاري (

). بنابراین کـاهش بیـان ژن   P=0.004به صورت معنی دار  بود (

 در این غلظت ها قابل توجیه است. 

، ژن موثر در رگزایی است کـه از عوامـل   PDGFبا نظر به اینکه 

باشـد، لـذا تغییـرات در    موثر در متاستاز و گسترش سرطان می

ژن ارتباط مستیقمی با بقاي سلول ها نداشت. لذا، تغییـرات  بیان 

هـا بـوده و   بیان ژن مورد نظر مستقل از تغییـرات بقـاي سـلول   

 کاملا قابل توجیه می باشد. 

آماري داده ها نشان می دهد که نتـایج حاصـل از بیـان     بررسی

تحت تـاثیر عصـاره پوسـت انـار، نسـبت بـه نمونـه         PDGFژن 

) و قرار گرفتن 3(تصویر  )=004/0P(ه استکنترل معنی دار بود

هاي مختلف عصاره پوست انار می تواند سبب در معرض غلظت

شـود. بعـلاوه بـا افـزایش      (PDGF)کاهش بیان عامـل رگزایـی   

غلظــت میــزان کــاهش بیــان ژن مــورد نظــر افــزایش مــی یابــد  

)004/0P=(.   در این بخش از مطالعه در تحقیقات آتی میتوان اثـر

 ت انــار را بــر روي ژن هــاي دیگــري کــه عامــل  عصــاره پوســ
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باشند در این رده سـلولی و رده هـاي دیگـر سـلول     زایی میرگ

 هاي سرطانی مورد بررسی قرار داد. 

 

 

 منحنی (c). هاي مورد مطالعه در گروه PDGFهاي تکثیر ژن  منحنی (b). هاي مورد مطالعه در گروه GAPDHهاي تکثیر ژن  منحنی (a). 2تصویر 

 هاي مورد مطالعه در گروه PDGFمنحنی ذوب ژن  (d). هاي مورد مطالعه در گروه GAPDHذوب ژن 

پس  PDGF. تغییرات بیان ژن PDGFدر غلظت هاي مختلف عصاره پوست انار براي ژن  REAL TIME PCR. نتایج حاصل از آزمون 3تصویر 

 )P<0.05ساعت تیمار با غلظتهاي مختلف عصاره پوست انار ( 24از 
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 بحث   
در پژوهش حاضر ضمن بررسی ترکیبات فیتوشیمیایی موجود 

ــر     ــاتی نظی ــود ترکیب ــار، وج ــت ان ــاره پوس ــولدر عص ــا،  فن  ه

هــا،  ، پــروتئینC، تــري ترپنوئیــدها، ویتــامین   آلکالوئیــد هــا 

ــاننهــا، ســاپونینگلیکوزیــدها، اســترول ــد، ت هــا و هــا، فلاونوئی

خص شــد. همچنــین در عصــاره پوســت انــار مشــ اســتروئیدها

مشخص شد که عصاره پوست انار بـا برخـورداري از خـواص    

هاي مختلف مانع رشد و تکثیر سلولهاي ضد توموري، در غلظت

سرطانی در زمانهاي مختلـف گردیـد. عـلاوه بـر ایـن، پـژوهش       

 200و  100، 10هـاي  حاضر نشان داد که عصاره انار در غلظت

 شود.می PDGFان ژن میکرو گرم بر میلی لیتر باعث کاهش بی

هـاي گیـاهی از   هایی در رابطه با تـأثیر عصـاره  تاکنون پژوهش

جمله عصاره انار بر القاي سمیت سلولی بر سـلولهاي سـرطانی   

در یک بررسی اثر عصـاره الکلـی   ). 18، 16صورت گرفته است (

انجام گردید  ) (MCF7اي سرطان پستان پوست انار بر سلول ه

کیبات فنلی و خاصیت آنتـی اکسـیدانی   و نتایج حاصله وجود تر

پوست انار را تایید و نشان داد که عصاره پوست انار می توانـد  

ــواص     ــوي خـ ــیدانی قـ ــی اکسـ ــات آنتـ ــودن ترکیبـ ــا دارا بـ بـ

سایتوتوکسیک از خود نشان داده و سـبب کـاهش بقـاي سـلول     

هاي سرطان پستان شود. نتیجه ایـن پـژوهش هماننـد پـژوهش     

سایتو توکسیک عصاره پوست انار می  یدي بر فعالیتیحاضر تا

 ). 16باشد (

 متـانولی  عصـاره  آنتی اکسیدانی هاي دیگري ویژگیدر مطالعه 

 غلظت افزایش انار بررسی  گردید و نتایج نشان داد که با پوست

 کرده پیدا افزایش آن رادیکالی ضد ویژگی عصاره فنلی ترکیبات

 قـدرت  و رادیکـالی  ضـد  ویژگـی  بـین  معنـی داري  همبستگی و

 نشان نتایج دارد. وجود انار پوست متانولی عصاره احیاءکنندگی

 بـوده  فنولی ترکیبات از سرشار انار پوست متانولی عصاره داد

 ).17د (دار بالایی آنتی اکسیدانی خاصیت و

 مهـار  موجـب همچنین  مشخص گردید که عصاره پوسـت انـار   

 ریـه  تهـاب ال تخفیـف  و شـده  ها نوتروفیل میلوپراکسیداز فعالیت

  ).18دنبال دارد ( به موش در را ساکارید لیپوپلی از ناشی

ضد سرطانی، ضد جهـش زایـی و    پژوهش مشابهی، خواص در 

آنتی اکسیدانی تک تـک اجزایـی اسـتخراج شـده از پوسـت انـار       

 . )19مورد بررسی قرار  گرفت (

همچنین  پژوهش دیگري بر روي اثر عصاره پوست انار در رده 

ف سلولی انجام شده است، با توجه به ترکیبـات فنلـی   هاي مختل 

قوي و ظرفیت آنتی اکسیدانی بالایی کـه بـراي عصـاره پوسـت     

 1000تـا   5انار بیان شده اثر سایتوتوکسیک غلظت هاي مختلـف 

هـاي  میکرو گرم بـر میلـی لیتـر ایـن عصـاره بـر روي سـرطان       

سرطان ریه، سرطان تخمدان، سـرطان پروسـتات   مختلف شامل 

-ها در سرطانرطان پستان بررسی شد و نتایج پژوهش آنو س

میلی گرم بـر میلـی لیتـر ارزیـابی      5در غلظت  IC50هاي مختلف 

شد و بیشترین میزان کاهش بقا در سرطان پستان و کمترین آن 

 ). 20در سرطان تخمدان مشاهده شد (

برخی پژوهشـگران اثـر عصـاره پوسـت انـار سـیاه را بـر رده        

و اندوتلیال بنـد نـاف انسـان بررسـی و  نشـان      سلولی ملانوما 

دادندکه عصاره پوسـت انـار سـیاه باعـث القـاي مـرگ سـلولی        

برنامه ریزي شده و تغییر شکل سلولهاي ملانوما مـی شـود در   

حالیکه بر رده سلولی اندوتلیال بند نـاف چنـین اثـري  مشـاهده     

 ).21نشد (

-βوتئین هـاي  اثر عصاره استونی دانه انار بر بیان پـر به علاوه 

catenin  وE-cadherin ــلول ــرطانی   در س ــاي س ــورد  PC-3ه م

عصاره اسـتونی میـوه انـار قـادر     و مشخص گردید که ارزیابی 

هاي بـالاتر   را بخصوص در غلظت  PC-3 هاي است حیات سلول

تیمـار   مهـار کنـد. همچنـین   میکـرو گـرم بـر میلـی لیتـر       100 از

روگرم بر میلـی لیتـر   میک 50و  20 هاي با غلظت PC-3 هاي سلول

-β میـوه انـار موجـب افـزایش مقـدار پـروتئین      استونی  عصاره

catenin و E-cadherin   ــی ــزان تقریب ــه می ــر  2/2و  5/1ب براب

 . )22( شود می

در برسی متون نتایج مشابهی براي این تحقیق  بدست نیامـد تـا   

ها مراجعه کرد، اما مطالعات مشـابه دیگـري کـه بـر     بتوان به آن

اره هاي گیاهی دیگـر و سـرکوب عوامـل آنزیوژنیـک     روي عص

مطرح شـده بـه عنـوان نمونـه میتـوان بـه تحقیقـاتی  برخـی از         
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محققان که اثر مهاري عصاره زنجبیل را که داراي ترکیبات آنتی 

و  NF-ⱪB  ،VEGFاکسیدانی بود بر روي فاکتورهاي آنژیـوژنز  

IL-8    دادنـد  بررسی کردند، اشاره کرد. این پژوهشگران نشـان

که ترکیب آنتی اکسیدان گیاهی بر روي فاکتورهـاي آنزیوژنیـک   

بیان شده در سه رده سلولی سـرطانی متفـاوت از تخمـدان اثـر     

 VEGFبیشتر از  NF-ⱪBمهاري دارد که این اثر مهاري بر روي 

  ).23( می باشد IL-8و 

زایـی، در خصـوص   در فرآینـد رگ  PDGFبا توجه به نقش مهم 

آن در تومورهـاي سـرطانی مطالعـاتی انجـام      مکانیسم عملکـرد 

). با نظر به اثرات آنتـی اکسـیدانی و ضـد رادیکـال     4شده است (

هـاي  هاي آزاد عصاره پوست انار و همچنین با توجـه بـه یافتـه   

پژوهش حاضر، وجود ترکیبات فیتوشیمیایی در عصاره پوست 

ن انار به اثبات رسید. علاوه بر آن در طـی ایـن مطالعـه، اثـر ای ـ    

مانی سلول هاي سرطان گردن رحم (رده عصاره بر میزان زنده

Hela   ارزیابی شده و همچنـین بیـان ژن (PDGF    پـس از اعمـال

تیمار با غلظت هاي مختلـف عصـاره پوسـت انـار بـر روي ایـن       

هاي حاصل از ایـن مطالعـه نشـان    ها بررسی گردید. یافتهسلول

هـاي مختلـف   ظتساعت تیمار سلول ها با غل 72دادند که پس از 

میکرو گـرم   5/2تا  1000عصاره پوست انار، با کاهش غلظت از 

-بقاي سلولی در سلول P<0.05)بر میلی لیتر، کاهش معنی دار (

مشاهده شد. با توجه به نتایج به دست آمده، به نظـر   Helaهاي 

رسد که ممکن است  غلظت هاي بالاتر عصاره پوست انار به می

وجود ترکیبات متنـوع، احتمـالا نقـش یـک      عنوان تیمار،  به علت

ماده مغذي را براي سلول ها ایفا کرده و بنابراین موجب افزایش 

بقاي سلول ها شده باشند. در حالیکه با کـاهش غلظـت عصـاره    

پوست انار در تیمارهاي سلولی، احتمالا نقش سایتوتوکسیک آن 

میلی  میکروگرم بر 5/2افزایش یافته است، به گونه اي که غلظت 

لیتر، بیشـترین میـزان کـاهش بقـاي سـلولی را در سـلول هـاي        

سرطان دهانه رحم نشان داده است.  تحلیل آماري نتـایج تسـت   

MTT  میکروگرم بر میلـی  200و  100، 10مربوط به تیمارهاي-

لیتر عصاره نشان داد که تغییرات مشاهده شده در میزان بقـاي  

) و در قسـمت  P=0.001دار بـوده ( ها معنـی حاصل از این غلظت

بیان ژن نیز، اختلاف در میـزان بیـان ژن، معنـی دار مـی باشـد      

)P=0.004 از آنجایی که در نتایج .(MTT      کـاهش بقـاي سـلولی

و در غلظت  100میکروگرم بر میلی لیتر بیشتر از  غلظت  10در 

 200میکروگرم بر میلی لیتـر از عصـاره بیشـتر از غلظـت      100

اهش بیان ژن در این غلظت ها قابل توجیـه  بوده است بنابراین ک

 200طـور کـه در بخـش نتـایج بیـان شـد در غلظـت        است. همان

و در  100میکرو گرم بر میلی لیتر از عصاره نسبت بـه  غلظـت   

کاهش بیشـتري در میـزان بیـان     10نسبت به غلظت  100غلظت 

ژن حاصل شد به این معنا که بیشـترین کـاهش بیـان در غلظـت     

گرم بر میلی لیتر به دسـت آمـد و ایـن اختلافـات از     میکرو  200

) بودند. با توجه به اینکه این غلظت P<0.05دار (نظر آماري معنی

براي ارزیـابی بیـان ژن انتخـاب شـده و      IC50ها از روي نتایج 

 دار % از نظـر آمـاري معنـی   5تغییرات ناشـی از آنهـا  در سـطح    

را در ایـن   PDGF تـوان کـاهش بیـان ژن   می باشند، بنابراین می

 غلظت ها توجیه کرد. 

توان عصاره پوست انار را به عنـوان  بر اساس نتایج حاصل می

یــک ترکیــب کمــک درمــانی بــا خــواص ضــدتوموري و قابلیــت 

هاي توموري، پیشنهاد کـرد.  سرکوب عوامل رگ زایی در سلول

امید است در تحقیقـات آینـده ضـمن مطالعـات بیشـتر بـر روي       

زایـی مثـل   ن، بیـان ژنهـاي مـوثر در رگ   خواص ضدسـرطانی آ 

PDGF   در سطح پروتئین بررسی شده و در مطالعات وسیع تر

بر روي مدل حیوانی نیز مورد ارزیابی قرار گیـرد. در مطالعـات   

بعدي میتوان روش هاي دیگر عصاره گیري و اثر آن هـا را بـر   

درصد ترکیبات فیتوشیمیایی عصاره پوست انار مورد بررسـی  

تـري از غلظـت   ده و اثر ایـن عصـاره را در دامنـه وسـیع    قرار دا

توان اثر تیمـار بـا عصـاره را در طـی     مطالعه نمود. همچنین می

بیشتري بررسی کرد. به دلیل محدودیت هـایی   هاي زمانیدوره

 دکه در هزینه و زمان براي انجام این تحقیق وجـود داشـت امی ـ  

روي رده هاي  است در مطالعات آتی ارزیابی اثر این عصاره بر

 .سلولی دیگر و حتی بر روي مدل حیوانی امکانپذیر گردد
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 گیرينتیجه 
پژوهشگران همـواره در جسـتجوي کشـف ترکیبـات گیـاهی بـا       

عوارض جانبی کمتر از دارو هاي شـیمیایی بـراي پیشـگیري از    

سرطان هسـتند. در پـژوهش حاضـر ضـمن اسـتخراج عصـاره       

اره بـا برخـورداري از   پوست انار، مشخص گردید که ایـن عص ـ 

ترکیبات فیتوشیمیایی منحصر به فرد خـود داراي سـمیت قابـل    

قبولی بر روي رده سلولی سرطان گردن رحـم و باعـث کـاهش    

در این رده سـلولی گردیـد، از ایـن رو عصـاره      PDGFبیان ژن 

تــوان احتمــالا بــه عنــوان عــاملی مــوثر در  پوســت انــار را مــی

ن دهانـه رحـم و کنتـرل    جلوگیري از رشـد سـلول هـاي سـرطا    

عوامل رگ زایی که نقش مهمی در گسترش تومورهاي سرطانی 

 .دارند پیشنهاد نمود

 و قدردانی تشکر 
باشـد  مـی  1397این مقاله حاصل پایان نامه دانشجویی در سال 

هاي انسانی  و از نظر رعایت اصول اخلاقی حفاظت از آزمودنی

کر و سـپاس فـراوان   باشد. نویسندگان مراتب تشمورد تأئید می

خود را از دانشگاه علم و هنر یزد که در امور انجام این پژوهش 

 .همکاري هاي لازم را به عمل آوردند ابراز می دارند

 

 تضاد منافع 
در این پژوهش هیچ گونه تعـارض منـافعی توسـط نویسـندگان     

 .گزارش نشده است

 مشارکت نویسندگان:
یا جمـع آوري داده هـا، یـا    ) مفهوم پردازي و طراحی مطالعه، 1(

، نــرگس ســارابانو ترکمــان :هــا تجزیــه و تحلیــل و تفســیر داده

 سادات بی بی فاطمه حقیرال ،نیکونهاد لطف آبادي

) تهیه پیش نویس مقاله یا بـازبینی آن جهـت تـدوین محتـواي     2(

، بی آبادي ، نرگس نیکونهاد لطف سارابانو ترکمان  :اندیشمندانه

 بی فاطمه حقیرالسادات 

سـارابانو   :سـال بـه مجلـه   ار از پـیش  دستنوشته نهایی تایید) 3(

ــان  ــادي   ترکم ــف آب ــاد لط ــرگس نیکونه ــی  ، ، ن ــی ب ــه  ب فاطم

 حقیرالسادات 
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   Abstract 

 Background & Aim: Extract of pomegranate peel is a potential bioactive substance to 
combat cancer due to its rich cytotoxic components including polyphenols. This study 
aimed to identify phytochemical ingredients of pomegranate peel extract and assessed 
the level of their cytotoxicity on a cervical cancer cell line. In addition, the effect of this 
extract on expression of a key gene in the process of angiogenesis was evaluated. 

Methods: In the present study, pomegranate peel ingredients were extracted 
qualitatively using the Soxhlet apparatus and their phytochemical composition was 
identified. The level of cytotoxicity of different concentrations of the extract in different 
time intervals was assessed on the Hela cell line using the MTT assay. Then, the PDGF 
gene expression in the cells treated by the extract was evaluated quantitatively 
employing the Real-time PCR technique. Statistical analysis was based on Duncan's 
multiple range test using SPSS software package and linear regression model. 

Results: The phytochemical tests proved that methanolic extract of the pomegranate 
peel contained different ingredients such as polyphenols. MTT test results revealed that 
the extract possesses antitumor effect at different concentrations. Gene expression 
studies indicated that the extract decreases the expression of PDGF in Hela cancer cell 
line (P=0.004). 

Conclusion: The pomegranate peel extract induces antitumor and cytotoxic effects and 
is able to inhibit the growth and spread of cervical cancer cells, thus   it might have the 
potential to be used effectively in the prevention of cancer cell proliferation. 
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