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  چكيده

بهار داراي خاصيت  دهد كه عصاره گل هميشه هاي كولوركتال نشان مي تحقيقات آزمايشگاهي اخير در مورد سرطان :سابقه و هدف

 درصد 100الي  70ميزان خاصيت مهاري اين عصاره در حدود . باشد هاي مشتق شده از كارسينوم كولوركتال مي ضدسرطاني بر كشت سلول

 .باشد بهار مي هاي ديسپلاستيك كولون متعاقب درمان با عصاره گل هميشه هدف از اين مطالعه ارزيابي آپوپتوزيس سلول .بوده است

گرم انتخاب و به دو گروه  300- 200هفته و وزن  12سر موش صحرائي نر نژاد ويستار با سن  56تجربي، در اين مطالعه : يسروش برر 

 40دي متيل هيدرازين به مقدار - 2و1از ماده كارسينوژن  براي القاء سرطان كولوركتال. سيم گرديدندتق شاهدمساوي تيمار و 

گروه تيمار علاوه بر دريافت ماده . استفاده گرديد) هفته 2مدت ه تزريق در هر هفته، ب 2( كيلوگرم به روش تزريق زيرجلدي/گرم ميلي

پس از . هفته به روش خوراكي روزانه دريافت نمودند 10مدت ه ب گرم كيلو /گرم ميلي 200ميزان به كارسينوژن، عصاره گل هميشه بهار را 

  . برداري به عمل آمد آميزي تانل نمونه ميكروني و انجام رنگ 4- 3از بافت كولون ديستال هر دو گروه جهت تهيه مقاطع  ،هفته 10گذشت 

بيشتر بوده و شاهد هاي آپوپتوتيك در گروه تيمار نسبت گروه  ولداري سليمطالعات ايمنوهيستوشيمي نشان داد كه پد :هايافته

 . )p>01/0( بود دار معنياز نظر آماري اختلاف ميانگين هر دو گروه 

كارسينوم  هاي ديسپلاستيك را در ي القاء آپوپتوزيس سلوليبهار توانا مطالعه حاضر نشان داد كه عصاره گل هميشه: گيرينتيجه

  .باشد صحرائي را دارا مي كولوركتال تجربي موش

  .بهار آپوپتوز، سرطان كولوركتال، گل هميشه :واژگان كليدي

  

مقدمه
1

  

سرطان روده بزرگ، دومين دليل مرگ و مير ناشي از سـرطان  

طبق آمار ارائه شده، ايـن سـرطان در هـر سـال     . در دنيا است

نفر در اروپـا و   85000نفر در انگلستان،  19000مسئول مرگ 

در مورد ايران، آمار ). 2، 1(نفر در ايالات متحده است  61000

قابل استنادي براي ميزان وقوع اين سرطان وجود نـدارد، ولـي   

                                                 

تبريز، دانشگاه آزاد اسلامي تبريز، دانشـكده دامپزشـكي، بخـش پـاتولوژي، دكتـر      : آدرس نويسنده مسئول

  )  email: vetdoustar@yahoo.com(يوسف دوستار 

  20/2/1388: تاريخ دريافت مقاله

  3/11/1388 :تاريخ پذيرش مقاله

اند كـه بيشـترين درصـد سـرطان      منابع غير رسمي اعلام كرده

مربوط به دستگاه گوارش و بـه خصـوص روده بـزرگ اسـت و     

شـامل  ها و مـرگ و ميـر را در ايـران     درصد بالايي از بدخيمي

و پروتئين جيره غـذايي باعـث   ) 3(ميزان بالاي چربي . شود مي

؛ ايـن در حـالي   )4(شـود  افزايش وقوع سرطان روده بزرگ مـي 

رسـد تغذيـه بـا چربـي پـايين، فيبـر بـالا،         است كه به نظر مي

كلسيم بالا و مصرف مقـدار زيـاد سـبزيجات در غـذاي روزانـه      

. شـود  يباعث كـم شـدن ميـزان بـروز سـرطان روده بـزرگ م ـ      

اي و  مطالعات آزمايشگاهي حاكي از ارتباط بين عوامـل تغذيـه  

بـا ايـن وجـود، مكانيسـم     ). 6، 5 ،3(سرطان روده بزرگ است 
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حمايتي اجزاي اشاره شده هنـوز بـه درسـتي مشـخص نشـده      

هـاي جهـش يافتـه در     رسد تجمع زياد سـلول  به نظر مي. است

). 4(شود  ميروده بزرگ و ركتوم باعث ايجاد تومور و بدخيمي 

تـرين عوامـل مـرگ و ميـر در      سرطان روده بزرگ يكي از مهم

مردان و زنان به خصوص در آينده و افزايش شهرهاي صـنعتي  

از عوامـل مهاركننـده سـرطان روده بـزرگ     ). 6، 3(خواهد بود 

جات اشاره كرد كه به صورت  توان به گياهان دارويي و ميوه مي

ولي بايد قبل از مصرف آنهـا   گيرند، روزانه مورد مصرف قرار مي

مطالعات در . اثرات محافظتي و ضدسرطاني آنها شناسايي شود

مورد نقش گياهـان مختلـف در پيشـگيري از سـرطان روده از     

مطالعات قبلي حـاكي از اثـرات   ). 7(مدتي قبل آغاز شده است 

در التهابـات،   )Calendula officinalis(مفيد گياه هميشه بهار 

ها، اثرات مفيد در بثورات پوستي در مصارف  زخمتسريع التيام 

سيسـتيت، كولانژيت،گاسـتريت،    خارجي و اثرات مفيد در كوله

). 5(سيستيت و ضد هايپرليپيـدمي در مصـارف داخلـي اسـت     

تومـوري   گاهي در منابع قديمي به اثرات سيتوتوكسيك و آنتي

 ، ولي در مطالعاتي كه اخيرا انجام شده است)8(آن اشاره شده 

ــلول   ــيكي در رده س ــيك و ضدژنوتوكس ــرات ژنوتوكس ــاي  اث ه

بـر روي    In vitroو اثـرات آپوپتوتيـك آن بصـورت    ) 9(كبدي

ــلول ــرطان رده ســلول   س ــاي س ــمي، ملانومــا،    ه ــاي لوس ه

ــانكراس و     ــرويكس، پ ــتات، س ــتان، پروس ــاركوما، پس فيبروس

به طوري كه عصـاره  . كولوركتال مورد بررسي قرار گرفته است

و فعـال كـردن    G0/G1ا مهار تقسيم سلولي در فـاز  گياه فوق ب

اندازي آبشار كاسـپازي و آپوپتـوزيس    باعث راه 3-آنزيم كاسپاز

با توجه ). 10(گردد  ميIn-vitro هاي سرطاني در شرايط  سلول

به اثرات ضدتوموري و القاگر عصاره گياه هميشـه بهـار و عـدم    

شديم تا اثرات  بر آن ،In vivoمطالعه اثرات اين گياه به صورت 

هـاي ديسپلاسـتيك در مـدل تجربـي      آن در آپوپتوزيس سلول

     .كارسينوم كولون را مورد بررسي قرار دهيم

  

  مواد و روشها

سـر مـوش صـحرائي نـر      56، تعداد اي در اين مطالعه تجربي مداخله

گـرم انتخـاب و بـه     300- 200هفتـه و وزن   12نژاد ويستار با سـن  

. مساوي تيمار و شاهد تقسـيم گرديدنـد   صورت تصادفي به دو گروه

 12حيوان در هـر قفـس و نيـز بـا سـيكل       5هاي نر  در شرايط  رت

درجـه   22±2ساعت روشنايي و درجه حـرارت   12ساعت تاريكي و 

  .درصد نگهداري شدند 55±10و رطوبت گراد  سانتي

براي القاء سرطان كولوركتال در هر دو گروه تيمار و شاهد از مـاده  

بـه  ) ساخت كمپاني سيگما(دي متيل هيدرازين - 2و1ژن كارسينو

تزريـق   4(كيلوگرم به روش تزريق زير جلدي / گرم ميلي 40مقدار 

گروه تيمـار عـلاوه بـر دريافـت مـاده      . استفاده گرديد) در هر هفته

/ گـرم  ميلـي  200بهار را بـه ميـزان    كارسينوژن، عصاره گل هميشه

كي روزانـه دريافـت   هفتـه بـه روش خـورا    10كيلوگرم  به مـدت  

هفته، از بافت كولـون ديسـتال هـر دو     10پس از گذشت . نمودند

آميـزي تانـل    ميكروني و انجام رنـگ  4- 3گروه جهت تهيه مقاطع 

تغييـرات آپوپتـوزيس در بافـت    ). 11(برداري به عمـل آمـد    نمونه

  .كولون به عنوان متغير وابسته مورد بررسي قرار گرفت

-1,2وده بزرگ در جونـدگان از مـاده   جهت ايجاد تجربي سرطان ر

dimethylhydrazine (DMH)  ــي ــتفاده م ــت   اس ــه قابلي ــود ك ش

ــاي      ــا الق ــته و ب ــك داش ــزرگ و كوچ ــينوژنيك در روده ب كارس

ــت ــور، روش    كريپ ــاد توم ــب آن ايج ــا در روده و متعاق ــاي نابج ه

استاندارد مطالعه تجربي سرطان در روده بـزرگ و كوچـك اسـت    

، 13(ارگـان هـدف آن روده بـزرگ اسـت      ، با اين حـال )13، 12(

و ديگر مشـتقات هيـدرازين    DMHها با  از طرف ديگر، انسان). 14

مطالعات اخير نشـان  . و غذا در ارتباط هستند) 1(از طريق محيط 

از طريق استرس اكسيداتيو و القـاء موتاسـيون    DMHدهد كه  مي

ان جهـت ارزيـابي سـرط   ). 15، 4(گـذارد   اثرات خود را بر جاي مي

جـاي ايجـاد شـده     هـاي نابـه   ، كريپـت DMHايجاد شـده توسـط   

)Aberrant Crypt Foci ACF (  ــرار ــي قــ ــورد بررســ مــ

جاي ايجاد شده در روده از عوامل مسـتعد   هاي نابه كريپت.گيرد مي

كننده روده براي ايجاد پوليپ و مراحل پيشرفته سرطان هستند و 

ام سـرطان  تـوان در شناسـايي زودهنگ ـ   از طريق بررسي آنهـا مـي  

دي  2و1براي القاء كارسينوم كولون ماده شـيميايي  . كمك گرفت

بـه   EDTAكيلوگرم محلول در /گرم ميلي 40متيل هيدرازين با دز 

مدت زمـان تزريـق هـر هفتـه دو     . گردد روش زيرجلدي تزريق مي

  ).17، 16(تزريق با فاصله مساوي، به مدت دو هفته است 

ها خشـك و پـودر    بهار، ابتدا گلهميشه   به منظور تهيه عصاره گل

در سـرما توسـط   ) خيسـاندن (شده و سپس به روش ماسراسـيون  

جهـت حصـول عصـاره بـا     . زدايـي شـدند   هگزان چربـي - حلال ان

درصـد اسـتفاده   70محتواي مواد موثره حـداكثر، ازحـلال متانـل    

استخراج نمونه در سرما به روش ماسراسيون انجام و عمـل  . گرديد

كامـل مـواد از پـودر نمونـه چنـدين بـار تكـرار        استخراج تا خروج 

هاي بدست آمده تحت خلا و در دماي پـائين كـاملا    عصاره. گرديد

خشك و جهت مطالعه اثر آن در مراحل بعدي مورد استفاده قـرار  

عصاره هيدروالكلي فوق بـه صـورت پـودر بـه همـراه سـرم       . گرفت

   .كيلوگرم گاواژ گرديد/ گرم ميلي 200سالين با دوز 

 ـ  insitu cell death(راي تشـخيص آپوپتـوز، از كيـت تانـل     ب

detection kit, POD كمپاني ،Roche    سـاخت كشـور آلمـان، (

  :جام شدنتكنيك تانل به شرح زير ا. استفاده شد
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 3/ انو همكاريوسف دوستار                                                                                                              89بهار    • 1 شماره  • 20 دوره

زدائـي و آب دهـي بـا     ابتدا مقـاطع تهيـه شـده، پـس از پـارافين      - 1

ردمـاي  دقيقه د 30مجاور و پس از انكوباسيون به مدت  Kپروتئيناز 

  .گراد با محلول فسفات بافر شستشو گرديدند درجه سانتي 37

ميكروليتـر   50گر تانل به ميزان  مقاطع بافتي با محلول واكنش - 2

گراد مجاور گرديدنـد،   درجه سانتي 37دقيقه در دماي  60به مدت 

  . سپس با محلول فسفات بافر شستشو داده شدند

كوباسـيون بـا محلـول    در اين مرحلـه، مقـاطع بـافتي پـس از ان    - 3

درجـه   37دقيقـه در دمـاي    30به مدت ) ميكرو ليتر 50(كانورتر 

گراد با محلول فسـفات بـافر شستشـو و سـپس بـا محلـول        سانتي

دقيقـه   20آمينو بنزيدين تتراكلرايد نيز مجاور گشته و به مدت دي

  .گراد مجددا انكوبه گرديدند سانتي 25در دماي 

رشستشــو و باتولوئيــدين بلــو هــا بــا فســفات باف ســپس بــرش - 4

  ).19، 18(آميزي شدند  رنگ

 90و تـوان آزمـون    5/0بر اساس جدول كـوهن و ضـريب اثـر    

هـاي   سـلول . مورد به دست آمد 28درصد، حداقل حجم نمونه 

شـمارش   ميدان ميكروسكوپي بطور تصادفي 10آپوپتوتيك در 

هـاي   ها و مقايسـه ميـانگين سـلول    براي تحليل داده. گرديدند

  . مستقل استفاده شد tدو گروه تيمار و شاهد از آزمون پوپتوز آ

  

  هايافته

 - آميـزي معمـول هماتوكسـيلين    در مقاطع بافتي كه به روش رنگ

هـاي ديسپلاسـتيك، نئوپلاسـتيك،     سلول ،ائوزين تهيه شده بودند

ــت ــا  كريپ ــادي ي ــاي غيرع ــراه  Aberrant Crypt Foci ه ــه هم ب

اهده گرديدند كه نشـانگر تـاثير   اي مش هسته هاي آماسي تك سلول

 باشـد  متيل هيـدرازين مـي   دي 2و1كارسينوژنيكي ماده شيميائي 

مطالعـات ميكروسـكوپي از مقـاطع بـافتي  بخـش       .)2 و 1شكل (

 ،تانل تهيـه گرديـده بودنـد    يآميز ديستال كولون كه به روش رنگ

تليــوم  هــاي آپوپتوتيــك در اپــي كثيــري از ســلول نشــانگر تعــداد

گـروه  ) Aberrant Crypt Foci( ديسپلاستيك كولـون  هاي كريپت

هاي آپوپتوتيـك   تيمار بود كه در مقايسه با گروه شاهد تعداد سلول

گـروه  دو بين  داري و اختلاف معني) 4و  3شكل (داشتند  يبيشتر

ميـزان  ) انحـراف معيـار   ±(ميـانگين  . مشـاهده شـد  تيمار و شاهد 

 4/2±4/1گروه شـاهد  و در  7/11±1/2آپوپتوزيس در گروه تيمار 

تغييرات آپوپتوزيس در بافـت كولـون    1در نمودار ). p>01/0(بود 

  .گروه تيمار و شاهد نشان داده شده است
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ميانگين تغييرات آپوپتوزيس در بافت كولون گروه تيمـار   -1نمودار 

. خطاي معيارنمايش داده شده است ±ها بصورت ميانگين  داده. (n=28)و شاهد 
 **01/0<p در مقايسه با گروه شاهد .  

 

  

تليـوم كولـون مـوش صـحرائي      نماي ريزبيني از بافت اپي -1شكل 

 .متيل هيدرازين قرار گرفته است دي 2و1گروه شاهد كه تحت تاثير 

هـاي   تعدادكثيري از كريپـت . تليالي توجه نمائيد به تغييرات ديسپلاستيك بافت اپي

هـاي   به همراه ارتشـاح سـلول  ) ضخيم فلش( Aberrant Crypt Foci ديسپلاستيك يا

 .باشد هاي خوني نيز قابل مشاهده مي گيري حوضچه آماسي در لامينا پروپريا و شكل

  )ائوزين-رنگ آميزي هماتوكسيلينبرابر؛  20بزرگنمائي(

  

  

تليـوم كولـون مـوش صـحرائي      نماي ريزبيني از بافت اپي -2شكل 

و ) 1 فلـش (پلاستيك هاي ديس گروه تيمار كه در آن تعداي از سلول

و  برابر 20ييبزرگنما(. باشد قابل مشاهده مي )2 فلش(آپوپتوتيك   سلول

  )ائوزين-رنگ آميزي هماتوكسيلين
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تليوم كولون موش صـحرائي   نماي ريزبيني از كريپت اپي -3شكل 

) فلش(اي   هاي تانل مثبت  به رنگ قهوه گروه شاهد كه درآن سلول

  )و رنگ آميزي تانل برابر 40گنمائيبزر(. باشد قابل رويت مي

  

  

تليوم كولون موش صحرائي  نماي ريزبيني از كريپت اپي - 4شكل 

هاي متعدد تانل مثبت متعدد  به رنگ  كه در آن سلول گروه تيمار

و رنگ آميزي  برابر 40ييبزرگنما(. باشد قابل رويت مي) فلش(اي  قهوه

  )تانل

  

  بحث

 2006همكـاران وي در سـال   نتايج حاصل از مطالعـات جيمنـز و   

دهـد كـه عصـاره گـل هميشـه بهـار توانسـته اسـت در          نشان مي

هاي سرطاني متعد نظير لوسمي، ملانوما،  هاي كشت، سلول محيط

هاي پسـتان، پروسـتات، سـرويكس، ريـه،      فيبروساركوم، كارسينوم

. درصـد از بـين ببـرد    100الي  70پانكراس و كولوركتال را در حد 

را چنين توجيه نمودند كـه عصـاره گـل هميشـه      آنها اين موضوع

و فعـال   G0/G1بهار به واسطه اثر مهاري بر تقسيم سلولي در فـاز  

هـاي   نمودن مسير آبشار كاسپازي باعث القاء آپوپتوزيس در سلول

همچنـين اشـاره داشـتند كـه     . شـود  سرطاني محـيط كشـت مـي   

). 10، 8(باشـد   مـي  3- ترين مسير آنزيمي موثر، آنزيم كاسـپاز  مهم

بيـان نمودنـد كـه ژن      2007آكوئي و همكـاران و دينـا در سـال    

APC  ــا ــه عنــوان يــك ژن  Adenomatous Polyposis Coliي ب

سركوب كننده رشد تومور  و مشـوق آپوپتـوزيس شـناخته شـده     

كيلو دالتـون   312پروتئيني است به وزن  APCمحصول ژن . است

ق بـا سـاير   هـاي متعـددي اسـت كـه از آن طري ـ     كه داراي دومـن 

كـاتنين، آكسـين،   - شود كه شامل پـرونئين بتـا   ها باند مي پروتئين

CTBC ،Asefs ،IQGAP1 نقـش ديگـري   . باشد و ميكروتوبول مي

دهـي   بيان شده اتصال و مهاجرت سـلولي، سـازمان   APCكه براي 

تـوان   ها است و از اين نظـر مـي   آكتين و شبكه ميكروتوبولي سلول

ه شـده در مطالعـه حاضـر را تفسـير     تغييرات آناپلاستيك مشـاهد 

هاي تقسـيم   گيري دوك نمود، زيرا كه با نقص ايجاد شده در شكل

شـرايط بـراي   ) APCموتاسـيون ژن  (سلولي و اتصال بين سـلولي  

پوئيـدي   هـاي پلـي   برهم خوردن پلاريته سلولي و تشـكيل سـلول  

تـاثيرات  ). 20، 18(گردد كـه نتـايج، گويـاي آن اسـت      مساعد مي

هـاي   اسيوني عصاره گل هميشه بهار در پديداري پـروتئين موت آنتي

توانـد در توجيـه    نيز نمـي  APsCمشوق آپوپتوزيس نظير پروتئين 

البتـه نبايـد نقـش    . دار مطالعـه حاضـر مطـرح باشـد     نتايج معنـي 

پروتئين بتاكاتنين را نيز در اين مورد فراموش نمود كه عصاره گـل  

آن اثر گذاشـته و الگـوي   هميشه بهار به شكل غيرمستقيم بر روي 

هاي ديسپلاستيك را در كارسينوم كولوركتـال تحـت    مرگ سلول

، جيمنـز در  1990الـيس و همكـاران در سـال    . دهد تاثير قرار مي

به ايـن نتيجـه رسـيدند كـه      2006و باراجيز در سال  2006سال 

عصاره گل هميشه بهار داراي خاصـيت ضـد سـرطاني اسـت كـه      

. باشـد  ائي بنـام سـاپونين در آن مـي   دليل آن وجـود مـاده شـيمي   

هميشـه بهـار آنتـي موتاسـيون و      ساپونين موجود در عصـاره گـل  

چنـين موتوهيوكـو و    هم). 18، 10، 9(باشد  مشوق آپوپتوزيس مي

بيـان داشـتند كـه دو تركيـب شـيميايي       2006همكاران در سال 

و  9- گليكوزيـداز  تـرپن  بهار بنام تـري  موجود در عصاره گل هميشه

انـد در   باشند كه توانسـته  راي خاصيت سيتوتوكسيسيتي ميدا 10

 50هاي كولون، ملانـوم و لوسـمي در حـد     هاي سلولي سرطان  رده

ناگفته نمانـد كـه   . درصد پتانسيل القاء مرگ سلولي را نشان دهند

ــري  ــول ت ــرپن محص ــداز ت ــل   10 - گليكوزي ــاره گ ــل از عص حاص

). 21(وثر بـوده اسـت   هاي التهابي نيز م بهار در مهار فرآيند هميشه

نتايج مطالعات سـاير دانشـمندان و مقايسـه آن بـا نتـايج مطالعـه       

حاضر نشانگر آن است كه عصـاره گـل هميشـه بهـار تـا حـدودي       

هـاي ديسپلاسـتيك كولـون در     تواند در القاء آپوپتوزيس سلول مي

موثر واقع گردد، هـر چنـد بايـد بـا دسترسـي بـه        in vivoشرايط 

اره گياهي فـوق و مطالعـات بيشـتر بـه نتـايج      تركيبات موثرتر عص

گشاتري دست يافت و با استفاده از عوامل موجـود در   تر و راه دقيق

  .هاي نئوپلاستيك موفق بود بيماري طبيعت تا حدودي در درمان
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