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 چکیده
 ـتغ یسرطان يهاسلول در را هاژن انیب زانیم توانندیم اهانیگ يهاعصاره و هدف: زمینه  حـال،  بـه  تـا . دهنـد  ریی
 ـب رییتغ زانیم بررسی هدفبا  مطالعه نیا. است نشده انجام هاجلبک عصاره اثر با رابطه در يامطالعه و  Baxژن  انی

 .انجام شد نایسال لایبا عصاره جلبک دونال شده ماریت مغز سرطان يهاسلول یمانزندهمقدار  نییتع

گـروه تیمـار و   ها به دو از مرکز ذخایر زیستی و ژنتیکی ایران تهیه و کشت داده شد. سلول U87رده سلولی  ها:روش
 100و  50 ، 20 ،15 ،10 ، 5 ، 2 ،1 ،5/0هـاي  غلظـت روي گروه تیمار بـا   کنترل تقسیم شدند. عصاره جلبک دونالیلا

 Realبـا روش   Bax. بیانسنجیده شد MTT assayلیتر تأثیر داده شد و سمیت آن با استفاده از گرم بر میلیمیلی

time PCR .بررسی شد RNA تیمار و کنترل استخراج و  هاي گروهاز سلولcDNA ها ساخته شد. میزان بیان ژن
 مورد بررسی قرار گرفت. ∆∆Ctو  Real-time PCR با استفاده از

 Real Timeباشد. بـا انجـام  می mg/ml01/10 ساعت تیمار،  48در  IC50نشان داد که   MTTنتیجه نتایج:

PCR    ـ   مشخص شد کـه در ایـن سـلول   برابـر  افـزایش یافـت    4بـه میـزان    Baxوزي هـا، میـزان بیـان ژن آپوپت
)001/0<P.( 

 هـاي سـرطانی را از بـین ببـرد.    اده و سـلول د شیافزا را ژن انیب زانیم توانست جلبک عصاره با ماریت گیري:نتیجه
 یرسبر آپوپتوز در موثر يهاژن گرید انیب زانیم راتییتغدر  هاجلبک ریسا يهاعصاره ریتاث زانیمکه  شودیم شنهادیپ

 .شود

 :  ها واژه دیکل
رده  سالینا، جلبک دونالیلا

ــلولی   U87  ،MTTس

assay ،Real Time 

PCR ،Bax، 
GAPDH ،IC50 

 يشـر بـرا  نحقوق  یتمام
 یدانشگاه علـوم پزشـک  

محفــوظ  تربــت حیدریــه
 است.

 مقدمه 

تـرین و حـادترین تومورهـاي مغـزي بـاگلیوبلاستوما از شـایع 

تـا   13میانگین زمان بقا بیمـاران حـدود    منشأ بافت مغزي است.

% از بیماران بیش از چهـار سـال عمـر    3ماه است. در حدود  14

هــاي ســرطان مغــز تــرین رده). یکــی از معــروف1-4کننــد (مــی

). بر مبناي نتایج تحقیقات قبلی سرطان مغز 5است ( U87انسانی 

 ترین نوع تومورهاي انسانی است. هرچند که ایـن نـوع از  از مهم

هـاي دیگـر انسـانی کمتـر دیـدهتومورها در مقایسه با سـرطان 

شوند، اما به دلیل عوارض شدید، متاستاز زیاد و نبود روش می

 ). 6-8درمانی اهمیت زیادي دارند (

اند که آمار مبتلایان در ایران رو بـه  مطالعات مختلف نشان داده

لــب). در بزرگســالان معمـولا مننژیــوم (اغ 10 ،9افـزایش اســت ( 

شـود  خیم) و آستروساتیوما مانند گلیوبلاستوما دیده مـی خوش

% از انـواع تومورهـاي15انـد کـه   ). مطالعات نشـان داده 13-11(

) و تنها راه درمان بیمـاران  12مغزي از نوع گلیوبلاستوما است (
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). تحقیقات مختلف 12درمانی و رادیوتراپی است (جراحی، شیمی

سالگی و اغلب در مردان  64در سن شروع تومورهاي مغزي را 

) و در صورت عدم وجود درمان مناسـب  14، 12اند (اعلان کرده

). بـا توجـه بـه ایـن کـه هنـوز       15میزان بقا تنها سه مـاه اسـت (  

مکانیسم سلولی و مولکولی این نـوع از تومورهـا کشـف نشـده     

تلاش هاي زیادي در این زمینـه در حـال انجـام اسـت     ، اما است

)16 ،17 .( 

آپوپتوز  میتوکندریایی مسیر در دخیلهاي  ژن جمله از Bax نژ

شـود. تحقیقـات نشـان    است که بیان آن باعث آغاز آپوپتوز مـی 

هـا میـزان بیـان آن کـاهش     داده است که در بسیاري از سرطان

 سایر شبیه به ساختاري لحاظ به Baxژن  .)19، 18یافته است (

 مرکـزي  دوستآب رآلفا هلیک دو داراي است و خانواده اعضاي

 و BH1،BH2 حـوزه  سـه  و دوسـت دوگانـه  هلیـوم  آلفا هفت و

BH3 هــاي ژن .)20، 19باشــد (مــیBin   وBad، Bak،Bax ، 

Bcl-xl، P53، Bcl-2،  Mcl-1  ــا ــوز ایف ــی در آپوپت ــش مهم نق

هاي سرطانی تعادل بـین تکثیـر و    جا که در سلول از آن کنند. می

رویـه   اي رشـد و تکثیـر بـی   ها بر آپوپتوز به هم خورده و سلول

خود نیاز به مهار آپوپتوز دارند، ارتباط مستقیمی میان بیان این 

ها و فرآینـد سـرطانی شـدن وجـود دارد. بنـابراین بررسـی        ژن

هاي درمانی و یـا   تواند از جمله هدف ها می تغییرات بیانی این ژن

 ). 21( تشخیص مطالعات سرطان به شمار رود

اي با انجام آنالیزهـاي جـامع در مـورد تنظـیم میـزان      در مطالعه

و   Bcl-2هاي خانواده¬هاي آپوپتوزي تأیید شد که ژنبیان ژن

Bax   ) ــد ــش دارن ــوز نق ــد آپوپت ــه  22در فرآین ــک مطالع ). در ی

هاي طبیعی وجود در سیتوپلاسم سلول Baxمشخص گردید که 

ي منتقل شده و بـه  دارد و به هنگام تحریک آپوپتوز به میتوکندر

). نتیجـه  23شـود (  عنوان یک آغازگر مسیر آپوپتوز شناخته می

از عوامل Bcl-2 و  Baxپژوهش دیگري نشان داد که رابطه بین 

از انتقـال   Bax ،Bcl-2مهم این فرآیند است و با وجود بیان ژن 

Bax 24کند (به میتوکندري ممانعت می .( 

ها افـزایش  درمان بیماري امروزه توجه به ترکیبات طبیعی براي

یافته است. یکی از این ترکیبات کارتنوئیدها هستند که از سـلول  

کننـد   هاي آسیب زننـده اکسـیژن محافظـت مـی     در برابر رادیکال

). خصوصیات ضـد سـرطانی برخـی کاروتنوئیـدها بـه اثـر       25(

ــی ــیدانی آنآنت ــی   اکس ــبت داده م ــا نس ــال    ه ــه از اتص ــود ک ش

). 26کننـد ( هـا ممانعـت مـی    ژن بـه سـلول  هاي آزاد اکسی رادیکال

 امــروزه در مطالعــات مختلفــی اثــر ترکیبــات طبیعــی گیاهــان و  

 شود. ها بررسی میها بر روي تغییرات میزان بیان ژنجلبک

 ي،فتوسـنتز  هايبه دلیل داشتن رنگدانهشور  هاي  آبهاي  جلبک

ز اعماق دریا که نور بسیار کمی براي فتوسـنت در حتی توانند می

مطالعــات در زمینــه  ). برخــی 27(کننــد وجــود دارد زنــدگی  

محققان در شـرق   توسط ها صنعتی از جلبکو هاي طبی  استفاده

-ه شـد بررسی  ها اثرات ضد توموري آن وآسیا صورت گرفته 

ــت ( از یکی  .Dunaliella salina L نالیلا سالینادو .)28اسـ

است. محققان فیتا وتک سلولی متعلق به شاخه کلرهاي  لبکیزجر

اند که در عصاره اتانولی نشان داده HPLCبا استفاده از روش 

و ن ینتاگز، نیلوتئ، کوپنیل، تنرولفاکاآ ،تنروبتاکا جلبـــــــــــک

 معـرض  در). اگـر ایـن جلبـک    30، 29نتین وجود دارد (زاکریپتو

 ،خشکوزن  %15تـا حـدود    ي محیطی قـرار گیـرد،  ها تنشاع نوا

کنــد. بنــابراین بــه عنــوان انباشــته مــیو بیوسنتز تــن را روبتاکا

ــاروتن کاندید مناسبی جهت تولید   صنعتیس مقیادر طبیعی بتاک

 ). 31است (شده  معرفی

اکسـیدانی، ضـد   ریزجلبک دونالیلا سالینا با داشتن ترکیبات آنتی

وري و تولید محصولات استراتژیک کاروتنوئیـدي بـه ویـژه    توم

تواند به عنوان داروي ضد سرطان طبیعـی مـورد   بتاکاروتن می

توجه قرار گیرد. امروزه اسـتفاده از ترکیبـات طبیعـی بـه جـاي      

هــا رو بــه داروهـاي شــیمیایی پـر عــوارض در درمــان بیمـاري   

ژن  انی ـب ریی ـتغ زانیم بررسی هدفبا  مطالعه نیاافزایش است. 

Bax شده ماریت مغز سرطان يهاسلول یمانزندهمقدار  نییو تع 

 .  انجام شد نایسال لایبا عصاره جلبک دونال

 هاروش 
این پژوهش یک مطالعه آزمایشگاهی و از نوع نیمه تجربی است 

که هدف از آن بررسـی میـزان تـأثیر عصـاره جلبـک در مـرگ       

بیـان ژن آپوپتـوزي    هاي سرطانی و تغییرات نسبی میزانسلول
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Bax هاي رده سلولی سرطانی بـه دو  است. در این مطالعه سلول

گروه کنترل و تیمار با سه تکرار تقسیم شدند. در گـروه کنتـرل   

 48هـا بـه مـدت    هیچ تیماري استفاده نشد. در گروه تیمار سلول

هاي مختلفی از عصاره جلبـک بـه عنـوان متغیـر     ساعت با غلظت

از   RNA، استخراجIC50پس از تعیین غلظت  مستقل تیمار شدند.

 48هاي گروه کنترل و تیمار کـه بـا ایـن غلظـت بـه مـدت       سلول

ساعت تیمار شـده بودنـد، انجـام شـد. پـس از مطمـئن شـدن از        

 RealTime PCRســاخته شــد و بــا انجــام  cDNAصــحت آن، 

میزان تغییر بیان ژن به عنوان متغیـر وابسـته سـنجیده شـد. از     

توان به عدم امکـان اسـتفاده از تعـداد    مطالعه می هايمحدودیت

 هاي جلبکی اشاره کرد. هاي سلولی و عصارهبیشتري از رده

 دونالیلا هاي مورد نیاز از جلبکسازي غلظتآماده

 ذخایر زیستی و ژنتیکی ایران تهیـه شـد.  عصاره جلبک از مرکز 

از وزن خشک عصـاره   µg/ml1000پس از تعیین غلظت عصاره 

 ،2، 1، 5/0 هاي تعیـین شـده  سازي متوالی غلظت و با رقت نتوزی

 .ندتهیه شدلیتر گرم بر میلیمیلی 100و  50، 20، 15، 10، 5

نی   U87کشت رده سلول سرطا

در محیط آزمایشـگاه انجـام    U87یاین مطالعه بر روي رده سلول

شد. رده سـلولی مورد نظر از بانک سـلولی مرکـز ملـی ذخـایر    

هاي این رده سـلولی در  سلول. ی ایران تهیـه شدزیستی و ژنتیک

 % ، FBS 10گلوکز،-Dز ا g/l5/4 حاوي  DMEMمحـیط کشـت 

 و استرپتوماسـیون بـه میـزان    µg/ml100 مقـدار سـیلین بـه پنی

µg/ml 100 )خریداري شده از کمپانی Bioidea در دماي) ایران 

هـا  لسلو کشت داده شد. CO2از  %5و فشار درجه سانتیگراد 37

-ابتدا تعداد بهینه سلول به دو گروه کنترل و تیمار تقسیم شدند.

لذا با در نظر گرفتن سه بار تکرار ها در هر چاهک محاسبه شد. 

براي گروه کنترل و هـر غلظـت از عصـاره جلبـک بـراي گـروه       

 خانـه در محـیط   96در ظـرف کشـت    هـا از سلول µl100 تیمار، 

 .سرم کشت داده شدند %10، حاوي کشت

نجام   MTT Assayا

 U87روي بقاي رده سلولی  عصاره جلبک برثیر تأبراي بررسی 

و  هـا استفاده شد. به منظور تیمار سـلول  MTT Assayاز روش 

هـا  سـلول  بدست آورد. را IC50 دبای بررسی بیان ژن مورد نظر،

 انکوبـه شـدند.   CO2 % 5و  C 37°سـاعت در دمـاي    24به مدت 

و  50، 20، 15، 10، 5، 2، 1، 5/0هـاي  غلظـت حجم مـورد نیـاز از   

 .شـدند  ها اضافهبه چاهکتکرار  3 لیتر، باگرم بر میلیمیلی 100

 از محلول رنگ µl20 . ساعت ادامه یافت 48انکوباسیون به مدت 

MTT انکوبـه شـد  ساعت  4 به مدت پلیت به هر چاهک اضافه و .

به هر چاهـک اضـافه     µl 100DMSOمایع رویی حذف و سپس 

 بـا اسـتفاده از   nm  570بعد از پیپتاژ، جـذب در طـول مـوج    د.ش

 Awareness Technology Stat Fax 2100( دستگاه الایزا ریـدر 

Microplate Reader (سپس با توجه به انجـام سـه   خوانده شد .

بار تکرار براي هر غلظت و همچنین براي گـروه کنتـرل، از سـه    

ول زیـر درصـد   جذب حاصل میانگین گرفته شد و به کمک فرم ـ

تأثیر عصـاره جلبـک روي مـرگ سـلولی در هـر غلظـت تعیـین        

 .گردید

 
و تعیـین   Excelاي در نـرم افـزار   در نهایت با رسم منحنی نقطه

از  IC50بهترین خط ممکن و با کمک فرمول خـط، میـزان غلظـت    

  ساعت بدست آمد. 48عصاره جلبک در زمان 

ج   cDNAو  RNAاستخرا

 اسـاس  و بـر  RNXTm-Plus تخراجاس ـ کیـت  از اسـتفاده  بـا 

هاي گروه کنتـرل  سلول يSina. Colon  ،RNA شرکت پروتوکل

اسـتخراج شـده    RNAشـد. خلـوص و غلظـت     و تیمار استخراج

 (Wilmington, DE, USA,توســط نــانودارپ اســپکتروفتومتر 

2000 Nano (Drop  بررسی شد. کیفیتRNA   توسط ژل آگـارز

از  cDNAبـــراي ســـنتز مـــورد مطالعـــه قـــرار گرفـــت.  %5/1

شـرکت   Revert Aid First Stand cDNA Synthesis Kitکیـت 

Thermo Scientific   استفاده شد. مواد لازم براي سـنتزcDNA ،

RandomHexamer 40   ــه حجــم ــولار ب  µl 1 ،Oligo dtمیکروم

میلی مولار به حجم  dNTP 10و  µl 1میکرومولار به حجم  100

µl 1شدند. باشد که با هم مخلوط میng/µl 50  ازRNA    بـه هـر

و بعد بلافاصله در یخ قرار داده  C65°دقیقه در  5لوله افزوده و 
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 Nucleaseشد. پس از حدود دو دقیقه مخلوط واکنش با مقـادیر  

free water به حجم µl 5/4،X 10M-MuLV buffer   به حجـمµl 

2 ،M-MuLV 200    واحد در میکرولیتر بـه حجـمµl 5/0   تهیـه و

از این مخلوط اضافه گردید، به طـوري   µl7 لوله به مقدار به هر 

 60شد. واکنش بـه مـدت    µl20 که حجم نهایی واکنش در نهایت 

قرار داده شـد. بـراي غیـر فعـال کـردن آنـزیم        C 42°دقیقه در 

MMULV  ــدت ــه م ــول ب ــاي   10، محل ــه در دم ــه  72دقیق  درج

 گراد قرار داده شد.سانتی

نجام  پرایمرهاي مورد استفاده و  Real time PCRا

بدست آمد. بـه عبـارت    NCBIاز پایگاه اطلاعاتی  Baxتوالی ژن 

دیگر اتصال صحیح پرایمرها به توالی مربوطه بررسی و توسط 

هـاي دیگـر   اتصال پرایمرها به تـوالی  NCBIدر  BLASTبرنامه 

مورد بررسی قرار گرفت و سپس به شرکت ماکروژن سـفارش  

 ).1داده شد (جدول 

 . توالی پرایمرهاي مورد استفاده در تحقیق1ل جدو

 ژن نام
 و گوانین درصد

 سیتوزین

 طول
 قطعه

 شده ثبت شماره پرایمر توالی )C°( دما

Bax(F) 5/62 65 71/75 5-GCGTGAAATGGCGTGATCTG-3 138764NM 

Bax (R) 14/57 65 18/79 5-TGAGGCAGGTGAATCGCTTG-3 138764NM 

GAPDH (F) 82/57 226 18/57 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3 
NM 0012897 

2/45 

GAPDH (R) 45 226 72/53 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3 
NM 0012897 

2/45 
 

) pmol/µl100پرایمرها با آب مقطر استریل به حجم مورد نظـر ( 

 -C 20°رسید و رقت یک دهـم از هـر پرایمـر تهیـه و در دمـاي     

هـاي تیمـار و   نمونه براي هر تکرار در PCRنگهداري شد. تست 

 Baxو  GAPDHهـاي  کنترل به طور جداگانه بـراي بررسـی ژن  

انجام شد. با استفاده از شیب خط منحنی به دست آمده و رابطه 

 زیر بازده واکنش براي هر پرایمر محاسبه شد.

E= 10(-1/slope) – 1، E= بازده،    واکنش Slope = شیب خط منحنی 

 Real timeواکـنش   .شـد  Spinترکیب فوق به آرامی مخلـوط و  

PCR   توسط دسـتگاهThermocycler convergent-GreatBratin 

، نیـاز اسـت تـا    Real time PCRانجام شد. قبل از انجام واکـنش  

کارایی پرایمرها بررسی شده و منحنی اسـتاندارد رسـم شـود.    

و  25به  1، 5به  1، 1به  1هاي هاي هر گروه رقتcDNAابتدا از 

 Real). سپس واکنش 6/0و  ng/µl 75 ،15 ،3یه شد (ته 125به  1

time PCR هـا همـراه بـا    به صورت دو بار تکرار، براي این رقت

هر کدام از پرایمرها به صورت جداگانـه، انجـام شـد. در پایـان،     

به دسـت   Ctمنحنی استاندارد براي هر پرایمر، بر اساس مقادیر 

ردیـد. درون هـر   هاي مورد استفاده رسـم گ آمده در مقابل رقت

تکثیـر   .میکروتیوپ مواد لازم در مقادیر ارائه شـده اضـافه شـد   

ها صـورت گرفتـه و تعیـین کمیـت نسـبی در آن بـه وسـیله        ژن

گیري میزان افزایش نور فلوروسانس در اثر اتصال سایبر اندازه

 ,.Applied Biosystems Inc)گرین توسط دستگاه ترموسـایکلر  

Foster City, CA, USA) جام شد. ان 

 SPSS 16افـزار  محاسبه آماري این مطالعـه بـا اسـتفاده از نـرم    

 One wayانجـام شـد و نتـایج بـا آنـالیز واریـانس یـک طرفـه (        

ANOVAهـاي هـدف   ) مورد بررسی قرار گرفت. تفاوت بین ژن

هاي کنتـرل و تیمارشـده بـا روش آمـاري     مورد نظر، بین نمونه

Tukey,s HSD post-hoc test هاي . آنالیز دادهمحاسبه شدReal 

time PCR     بر اساس مقایسه چرخه آستانه انجـام شـد. در ایـن
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هـاي  هاي آستانه به دست آمده از نمونـه مطالعه، اختلاف چرخه

هـاي  هاي تیمار شده با عصـاره) و نمونـه  مورد آزمایش (سلول

هاي تیمار نشده با عصاره) محاسبه و بـا اسـتفاده   کنترل (سلول

 ΔΔCt– 2هدف به ژن مرجع از طریـق    ، نسبت ژنΔΔCtاز فرمول 

 محاسبه شد که فرمول محاسبه آن به شرح زیر است:

ΔCt= Ct target-Ct reference 

ΔΔCt=ΔCt test sample - ΔCt control sample 
Relative expression: 2 –ΔΔCt 

به دست آمده با اسـتفاده از نـرم افـزار     Ctپس از انجام واکنش 

Rest ،ΔΔCt ها محاسـبه شـد و سـپس بـا نـرم      یک از نمونه هر

هـا  میزان تغییر بیـان هـر یـک از نمونـه     Graphpad prismافزار 

 .محاسبه شد

 نتایج 

 MTT Assayنتیجه انجام 

 ، 20، 15، 10، 5، 2، 1، 5/0هـاي  غلظـت بـا   U87تیمار رده سلولی 

 48لیتر از عصاره جلبـک طـی مـدت    گرم بر میلیمیلی 100و  50

ها در مقایسه با گـروه  مانی آننجام و سپس میزان زندهساعت ا

 MTTکنترل که تحت تأثیر عصاره قرار نگرفته بودند، بـا تسـت   

غلظتی از عصاره جلبکی کـه %    MTTبر اساس نتایج انجام شد.

ــلول  50 ــاي س ــی U87ه ــد را م ــر (IC50کش  mg/ml 01/10) براب

 ). 1محاسبه گردید (نمودار 

 استخراج شده  RNAکیفیت نتیجه بررسی کمیت و

هـا، نشـان داد   استخراج شده در تمام نمونه RNAبررسی کمیت 

 7/1 -9/1نانومتر بین  280به  260که نسبت جذب در طول موج 

دهنـده درجـه   نشـان است. این نتـایج   RNA ng/µl 380و غلظت 

 DNAو نیز آغشتگی کـم آن بـا پـروتئین و     RNAخلوص بالاي 

مـورد   5/1توسـط ژل آگـارز %   RNAکیفیـت  باشـد.  ژنومی مـی 

 و  S 18ریبـوزومی   RNAمطالعه قرار گرفت. حضور باندهاي 

S28 دهنده سالم و دست نخورده بودن نشانRNA  بود. نمونـه-

ها با کیفیت عالی، حداقل اسمیر را در بالا، بین و پـایین بانـدهاي   

 S 18تقریباً دو برابر شدت باند  S 28مذکور داشته و شدت باند 

ي دهنـده تجزیـه  نشـان  S 28و  S 18د. فقدان باندهاي واضـح  بو

بـود، بخصـوص اینکـه حالـت      RNaseتوسط آنزیم  RNAنمونه 

در کل این نتیجه حاکی  اسمیر محدود به بخش تحتانی ژل باشد.

توانــد بــا اطمینــان در ي اســتخراجی مــیRNAاز آن اســت کــه 

 مراحل بعدي تحقیق استفاده شود.

 پرایمرهاي مورد مطالعه نتیجه بررسی کارایی

 NCBIاز اختصاصی بودن پرایمرهاي مورد استفاده با بررسی 

Primer BLAST  .پـس از تهیـه یـک سـري      اطمینان حاصل شـد

هـا بـا    ) و انجام واکنش براي تمـامی رقـت  serial dilutionرقت (

از روي نمـودار تکثیـر،     Baxو GAPDH پرایمرهـاي استفاده از 

Ct هـا براسـاس   سپس منحنی آن نمونه ها مشخص شد وCt  در

ها رسم شد. این منحنـی   xتعداد کپی در محور  logها و yمحور 

). 2نمـودار  خطی است با شیب منفی که داراي یک معادله اسـت ( 

 GAPDHپس از رسم منحنی استاندارد بازده واکنش بـراي ژن  

بـه   R2 محاسبه گردید. بازده واکنش برابر با یک و میزان  Baxو

 به دست آمد. 9904/0و  9946/0برابر با ، ترتیب

 Real Time PCRنتایج مربوط به 

دهد که هـیچ گونـه آلـودگی    ها نشان میبررسی منحنی ذوب ژن

هاي تکثیریافته وجود نداشـته اسـت. بـراي اطمینـان از     در نمونه

، از آنالیز منحنی ذوب  PCRعملکرد صحیح پرایمرها و محصول

 GAPDHهاي هاي مربوط به ژننحنی. م)3(نمودار  استفاده شد

دهـد بانـد   به صورت جداگانه و تک بودند کـه نشـان مـی    Bax و

) و دماي نشـان داده  3غیراختصاصی ایجاد نشده است (نمودار 

افزار اسـت  شده در نرمشده در این منحنی معادل دماي محاسبه

 ).4(نمودار 
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 IC50 =10.01 mg/mlساعت با عصاره جلبک  48در تیمار  Ic50نمودار  .1نمودار   
 

 

 
 (سمت راست) و ژنBax ژنمنحنی استاندارد  .2نمودار 

GAPDH (سمت چپ) 

هـایی از رده سـلولی   در سـلول  Baxمیزان تغییر نسبی بیان ژن 

، IC50ساعت با غلظـت   48ه به مدت گلیوبلاستوما بررسی شد، ک

از عصاره جلبک دونالیلا سالینا تیمار شـده   mg/ml 01/10 یعنی

ــان ژن   ــزان بی ــد. می ــلول Baxبودن ــا در رده  در س ــاي گلیوم ه

هایی که بـا عصـاره جلبـک دونـالیلا     نسبت به سلول  U87سلولی

 ) افزایش یافت.p- <0.001داري (تیمار نشده بودند به طور معنی

ها، توسط دسـتگاه محاسـبه و   رات میزان بیان ژن در نمونهتغیی

رسم شده  Graph Padافزارنمودار نتایج بدست آمده توسط نرم

). تغییرات میزان بیان ژن هدف به نسـبت میـزان   5است (نمودار 

 -pبیان ژن رفرنس محاسبه شـد. بـا توجـه بـه ایـن کـه مقـدار        

 . بنـابراین  دار اسـت است نتیجـه بـه دسـت آمـده معنـی      0.001>

بـه مقـدار    Baxتوان با اطمینان گفت که میزان بیان نسبی ژن می

 چهار برابر افزایش یافته است.

سـاعته بـا عصـاره     48با توجه به نتایج تحقیـق حاضـر، تیمـار    

توانسـته اسـت کـه     )mg/ml01/10 (یعنـی   IC50جلبک در غلظت 

د. داري افـزایش ده ـ را به طـور معنـی   Baxمیزان بیان نسبی ژن 

شـود کـه تـأثیر تیمـار بـا عصـاره جلبـک        بنابراین پیشنهاد مـی 

ها بـر روي رده سـلولی حاضـر و سـایر     دونالیلا و سایر جلبک

هـاي  هاي سلولی بررسی شـود و تغییـرات میـزان بیـان ژن    رده

آمیـز  آپوپتوزي مورد مطالعه قـرار گیـرد. در صـورت موفقیـت    

یه داروهاي ضـد  ها براي تهتوان از عصاره جلبکبودن نتایج می

 . سرطان استفاده کرد

 V.2009REST  13/0/2افـزار  در نهایت، نتایج با استفاده از نرم

 آنالیز گردید.
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(سمت راست) Bax ژن   PCR. منحنی ذوب محصول3نمودار 

 (سمت چپ) GAPDH و ژن

 
هاي راست) و ژن (منحنی Baxن منحنی تکثیر ژ .4نمودار 

GAPDH  هاي چپ)(منحنی 

 

 در مواجهه با عصاره جلبک  Baxنتیجه مربوط به تغییرات بیان ژن .2جدول 

Result خطاي عیار فاصله اطمینان سطح معنی داري Expression Reaction Efficiency Type Gene 

 058/0 890/0 – 534/0 771/0 – 556/0 666/0 0/1 REF GAPDH 

Up 000/0 199/0 – 097/0 181/0 – 105/0 145/0 0/1 TRG Bax 

N o rm
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 mg/ml 01/10=IC50 تیمار شده با عصاره جلبک دونالیلا در غلظت  U87هاي در سلول Baxتغییر میزان بیان ژن  .5نمودار 

 بحث   
ژن  انی ـب زانی ـم راتیی ـتغ یبررساز انجام مطالعه حاضر،  هدف

بــا  مــاریت تحــت وبلاســتوما،یگل یســلول رده در Bax يآپوپتــوز

 بـر  يادیز قاتیتحق حال به تا. بود نایسال لایدونالعصاره جلبک 

 یاهی ـگ يهـا عصـاره  ریتأث تحت هاژن انیب زانیم راتییتغ يرو

 زانی ـم هدربـار  يامطالعهدر بررسی متون  اما است، شده انجام

در . بدست نیامـد  Baxژن  انیب راتییدر تغ یجلبک عصاره ریتأث

 یسلول رده يهاسلول درعصاره جلبک  یکشندگ زانیم یبررس

ر یثتـأ  زانی ـم ،و همکاران  Chidambara،یقیتحق درمغز  سرطان

 يهـا بـردن سـلول   نیب ـ ازدر  را نایسـال  لایعصاره جلبک دونـال 

 جلبـک  عصـاره کـه   دادنـد نشان  و کرده یپوست بررس سرطان

 و دهـد یم ـ شیماننـد ماکروفاژهـا را افـزا    یمن ـیا ستمیس تیفعال

). 32( شـود یم ـ یسـرطان  يها و سرکوب سلول ییشناسا باعث
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و همکــاران،   Chidambaraپــژوهشحاضــر بــا  قیــتحق جــهینت

ــوان ــادارد.  یهمخ ــتحق جینت ــرید قی ــه يگ ــط  ک و  Stykerتوس

 جلبــک عصــاره در موجــود بتاکــاروتن اثــر مــورد درهمکــاران 

می دهد  نشان است، شده انجامطان پوست سر يروبر  لایدونال

 شـرفت یآزاد، از پ يهـا کـال یراد بـردن  نیب ـ از بـا  بتاکاروتن که

 از آمـده  دسـت  بـه  جینتـا ). 33( کنـد یم ـسرطان پوست ممانعت 

 در. هسـتند  منطبـق  ،و همکـاران  Styker مطالعه باحاضر  قیتحق

باعـث   لایدونـال  جلبـک نشان داده شد که عصاره  موجود مطالعه

ادامـه رشـد    از و شـده  وبلاسـتوما یگل یسرطان يهاسلول مرگ

 .می نمایدممانعت  هاآن

Blot  ،سـرطان   يبر رو را لایدونال جلبک عصاره اثرو همکاران

 خطـر  توانـد  یم ـ بتاکاروتن که دادند نشان و کرده یبررسمعده 

 مطالعه با حاضر مطالعه جینتا). 34( دهد کاهش را معده سرطان

بــراین . دارنــد یهمخــوانو همکــاران،  Blot توســط شــده انجــام

بـردن   نیاز ب ـ بـا  توانـد یم ـ نایسال لایدونال جلبک عصارهاساس 

 . دهد کاهشرا  مغز سرطان خطر ،یسرطان يهاسلول

 ریتـأث  زانی ـمو همکاران، در ارتبـاط بـا    Sharif که يامطالعه در

سـرطان   يهاسلول يرو برموجود در عصاره جلبک  بتاکاروتن

 توانــد یمــمــاده  نیــکــه امشــخص گردیــد  انــد،دادهم انجــا هیــر

 و داده ریی ـتغ را H69-NCI هی ـسرطان ر يها سلول يمورفولوژ

 جیا). نت ـ35( گـردد  هـا  آن در یسـلول  میتقس و رشد کاهش باعث

 در رای ـز. دارد انطباقو همکاران  Sharif مطالعه باحاضر  قیتحق

باعـث   لایعصاره جلبک دونـال  که شد داده نشان حاضر پژوهش

و  Wangنتیجـه مطالعـه   . شودیم U87 یسرطان يهاسلول مرگ

 مـرگ  باعـث  لایدونـال  یاتـانول کـه عصـاره    دادهمکاران، نشـان  

  انســان در هی ـر ســرطان ومی ـتلیاپ ـ رده يهــاسـلول  در یسـلول 

 انی ـب زانیم در رییتغ بنظر می رسد این حالت در نتیجه .شودیم

 چرخـه  توقـف  از پـس  و یسـلول  چرخه کنندهمیتنظ يهانیپروتئ

 و عصـاره  غلظـت  شیافـزا  بـا  ن،یبنـابرا . می شـود  انجام یسلول

 يهــا سـلول  ریــم و مـرگ  درصــد زانی ـم مــار،یت زمـان  شیافـزا 

حاضـر   قی ـتحق جـه ینت ).36( کنـد  یم ـ دای ـپ شیافـزا  زین یسرطان

نشـان   قی ـتحق نیا درو همکاران است.  Wangمنطبق بر مطالعه 

 يهـا سـلول  توانـد یم ـ نایسال لایکه عصاره جلبک دونال شد هداد

 شـتر یو هـر قـدر غلظـت عصـاره ب     ببرد نیبمغز را از  یسرطان

  شیافـزا  وبلاسـتوما یگل یسـرطان  يهـا لولمرگ س ـ زانیباشد م

  .ابدییم

 جلبـک  عصـاره  کـه  نشـان دادنـد   همکـاران،  و Rajaدر پژوهشی

 بتاکـــاروتن، مثـــل یبـــاتیترک و نایرولیاســـپ جلبـــک لا،یدونـــال

 نکـروز  فـاکتور  يالقا باعث تواند یم نیکانتازانت و آلفاتوکوفرول

 دی ـدرموئیخطـر سـرطان اپ   جـه ینت در و شده) TNF – α( تومور

بـا   قی ـتحق نی ـا جینتـا ). 37( دهـد  کـاهش در موش  یدهان سهیک

 . دارد یهمخوان همکاران، و Raja مطالعه

و همکـاران اثـر عصـاره جلبـک سـبز کلـرا        Widjaja مطالعه در

 یســرطان يهـا سـلول  يرو بـر ) Cholora vulgaris( سیولگـار 

 لی ـدل بـه جلبک سبز کلرلا  عصاره که گردید مشخص و یبررس

اثـرات ضـد    يدارا آب، در محلول نیکوپروتئیگل باتیداشتن ترک

 از يگـر یشـد کـه نـوع د    داده نشـان  نی. همچنباشدیم يتومور

 تیخاص ـ ، beta-CDS بنـام  جلبـک  از شده يجداساز بتاکاروتن

 نی ـا از آمـده  دسـت بـه   جینتـا ). 38( ددار يوثرم یضد سرطان

 پژوهش رایزدارد.  انطباق ،و همکاران Widjaja قیتحق با مطالعه

 خواص يدارا نایسال لایعصاره جلبک دونال که داد نشان حاضر

 یسـرطان  يهـا که باعث مرگ سـلول  است يمؤثر یضد سرطان

 اثـرات  یبا هـدف بررس ـ  ،و همکاران Bradassi مطالعه. شودیم

 دایسـکوئ ید مـدا یهل ییای ـعصاره جلبـک سـبز در   یتیتوتوکسیس

)Helimeda discoidea( سی) و کلادوفوروپسCladophoropsis (

اثــر  نیشــتریب شــد. انجــام زودبــه صــورت پاســخ وابســته بــه 

ــیس ــادل   کیتوتوکس ــت مع  ــ mg/ml 50در غلظ ــاره آب  یاز عص

هـا   مـوش  یدر لـوکم  L1210 يهـا  سـلول  هی ـعل سیکلادوفوروپس

و  Bradassi قی ـمطالعـه موجـود بـا تحق    جهینت ).39( شد شگزار

نشـان داده شـد کـه     حاضـر  قی. در تحقدارد یهمخوان ،همکاران

 ازرا  یسـرطان  يهاسلول تواندیم نایسال لایعصاره جلبک دونال

 . شد نییتع IC50، mg/ml 01/10ببرد و غلظت  نیب

 صارهع یکشندگ زانیمورد م در ،و همکاران Vaseghiدر مطلعه 

سـرطان   يها) در سلولSargassum( سارگاسوم ياجلبک قهوه
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ــتان ــه و پس ــم دهان ــرات س ،رح ــیاث ــت در کیتوتوکس  IC50 غلظ

بدسـت   تـر یلیل ـیبـر م  گرمیلیم 10 در یعنیوم سسارگا عصاره

 همکـاران،  و Vaseghi قیپژوهش حاضر با تحق جهینت). 40( آمد

 48 ماریت در کهشد  داده نشان حاضر، پژوهش در. است منطبق

 غلظـت در  لایعصـاره جلبـک دونـال    کیتوتوکسیس اثرات ساعته،

IC50، کـه   دارد وجـود  تـر یلیل ـیم بـر  گـرم یل ـیم 01/10 در یعنی

 عصاره سارگاسوم است.  يبرابه دست آمده  IC50مشابه غلظت 

 بـودن  کیتوتوکس ـیس زانیم مورد درو همکاران،  Vanهمچنین 

کـه عصـاره    ندنشان داد ومسجلبک سارگا از گونهعصاره هفت 

 هی ـعل یمتوسـط  کیتوتوکس ـیاثـرات س  يجلبک سارگاسـوم دارا 

معده و کولون با غلظـت   يهاسرطانهپاتوما و  نوما،یآدنوکارس

 Van قی ـتحق با موجود مطالعه جینتا ).41( است IC50مشخص و 

نشان داد که عصـاره   حاضر مطالعه. دارد یهمخوان ،و همکاران

 سارگوسـوم،  يهـا گونـه هماننـد عصـاره    نایسـال  لایجلبک دونال

ــرات ــر کیتوتوکســیس اث ــاســلول يرو ب  . دارد یســرطان يه

Fernandes ياقهــوهعصــاره جلبــک  يو همکــاران اثــرات مهــار 

) T-cell )HTLV-L یلنفـوتروپ انسـان   روسیو يبر رو یلیبرز

کـه عصـاره    نشـان دادنـد  و مطالعـه   یشـگاه یآزما طیدر مح را

ــک سارگا ــجلب ــارس ــت د سیوم ولگ ــر  78% يدارا IC50ر غلظ اث

 وFernandes  قی ـتحق بـا  حاضر مطالعه جینتا). 42( است يمهار

کـه   هم مشخص گردیـد . در مطالعه حاضر دارد انطباقهمکاران 

ممانعـت   وبلاسـتوما یگل یسـرطان  سـلول  رشد از جلبک عصاره

 .کندیم القا را یسلول مرگ و کرده

 ریتأث زانیم یبررسبا هدف  همکاران، و Haradaدر مطالعه اي  

 یو رده سلول یلوکم یسرطان یرده سلول يبر رو دیاس کیپالمت

شـده  اسـتخراج   دیاس کیپالمت کهنشان دادند  بروبلاستیسالم ف

ــوان مــاده س  مــرگ  باعــث ک،یتوتوکســیاز جلبــک قرمــز بــه عن

 کنتـرل  رده يهـا سـلول  کـه  یحال در. شودیم یلوکم يها سلول

گـرم  یلیم 5/12 -50 غلظت در دیاس کی. پالمتاندمانده یباق زنده

. دارد یلـوکم  يهـا  سلول يرو بر کیتوتوکسیاثر س تریلیلیبر م

 القـا  باعـث  تـر یلیل ـیگـرم بـر م  یل ـیم 50غلظت  در دیاس کیپالمت

 جینتـا . شـود یم MOLT-4 یانسان یلوکم يها آپوپتوز در سلول

). 43( نشـان دادنـد  موش  بدن دراثرات مشابه را  يمطالعات بعد

اسـت.   منطبـق و همکاران  Harada قیتحقمطالعه حاضر با  جینتا

 در موجــودبتاکــاروتن  کیتوتوکســیاثــر س موجــود قیــتحق در

نشان داده شد که غلظت  و یبررس نایسال لایدونال جلبک عصاره

 IC50عنـوان غلظـت    بـه  عصـاره  از تریلیلیم بر گرمیلیم 01/10

 .ببرد نیاز برا  U87 یسرطان يهاسلولاز  یمین تواندیم

 گیرينتیجه 
، 10، 5، 2، 1هاي هاي گروه تیمار با غلظتدر این پژوهش، سلول

لیتر از عصـاره جلبکـی   گرم در میلیمیلی 100و  50، 40، 30، 20

ساعت تیمار شدند. نتایج نشان داد کـه میـزان بیـان     48به مدت 

دار داشـته اسـت.   هاي مذکور، افـزایش معنـی  در سلول Baxژن 

هـاي سـلولی سـرطانی بـا     شـود کـه بـا تیمـار رده    هاد مـی پیشن

هاي آپوپتوزي هاي جلبکی، تغییرات میزان بیان سایر ژنعصاره

 .بررسی شود

 و قدردانی تشکر 
نامـه کارشناسـی ارشـد بـا کـد شناسـایی       مقاله حاضر از پایان

تهیه شـده اسـت. بـدین وسـیله نگارنـدگان       28330553952007

کــه پــژوهش حاضــر را یــاري کردنــد  مقالــه از تمــامی افــرادي

 .کنندسپاسگزاري می

 تضاد منافع 
در این پژوهش هیچ گونه تعـارض منـافعی توسـط نویسـندگان     

 .گزارش نشده است

 مشارکت نویسندگان:
 اـی ،اـه داده آوري عـجم یا ،مطالعه حیاطر و دازيپر ممفهو) 1(

مین سـی، سـید ش ـ  ومهسا کا :اـه داده یرـتفس و لـتحلی و تجزیه

 سید حسینی

ــب یا مقاله نویس پیش تهیه )2( ــجه آن بینیزاـــ ــت تـــ  ینودـــ

 مهسا کاوسی: نهاندیشمندا ايوـمحت

ــب لساار از پیش ستنوشتهد نهایی تایید )3( ــمجل هــ ــا : هــ مهسـ

 کاوسی، سید شمین سید حسینی
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Abstract 

Background & Aim: Plant extracts can change the expression of genes in cancer cells. 
Up to now, no study has been performed on the effect of algae extract. The aim of this 
research was to investigate the changes in Bax apoptotic gene expression in 
glioblastoma cell line and to determine the rate of cell death in cancer cells treated with 
Dunalilla salina extract. U87 cell line contains glioblastoma cancer cells as the most 
acute type of human brain tumor. Several genes, including Bax, play important roles in 
initiating apoptosis and the expression of Bax decreases during cancer. Today, because 
of the side effects of chemical drugs, the tendency to use algae and medicinal plants in 
the treatment of diseases has increased. 

Methods: The U87 cell line was prepared from Iranian Biological Resources Center and 
cultivated. Cells were divided into two treatment and control groups. Dunaliella extract 
was affected on the treatment group with concentrations of 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 50 
and 100 mg/ml and its toxicity was measured using MTT assay. Bax expression was 
examined by Real time PCR. RNA was extracted from the cells of the treatment and 
control group and the cDNA was made. The expression of genes was evaluated using 
Real time PCR and ΔΔCt. 

Results: The result of MTT indicated that IC50 was 10.01 mg/ml for 48 hours of 
treatment. By using Real Time PCR, it was found that in these cells, the expression 
level of Bax apoptotic gene increased 4-fold (p-value <0.001). 

Conclusion: Treatment with algae extract increased gene expression and destroyed 
cancer cells. It is suggested to investigate the effect of other algae extracts on the 
expression of other genes involved in apoptosis. 
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