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  چكيده

هاي سرطان پستان القـا شـده    روي سلول) Rosmarinus officinalis(مطالعه حاضر به بررسي اثرات سايتوتوكسيك گياه رزماري  :هدف
  .پرداخته است SDهاي نژاد  در رت DMBAتوسط 

پس از ايجاد تومورها، جهت تعيين نوع تومـور  . به رت هاي گروه تيمار خورانده شد DMBAگرم از كارسينوژن  ميلي 10 :ها مواد و روش 
از . جهت تهيه سلول از روش خرد كردن تومور اسـتفاده شـد  . ائوزين صورت گرفت -و بررسي هيستوپاتولوژيك، رنگ آميزي هماتوكسيلين

سپس عصاره فيلتر شده و مقداري از آن كنار گذاشـته  . ري شدعصاره گي digestionهاي خشك رزماري با استفاده از متانول به روش  برگ
ف عمل حذ . و مابقي آن توسط حلال هاي غيرقطبي هگزان، دي كلرومتان و اتيل استات شستشو داده شد تا مواد غيرقطبي آن جدا شـود 

هـا   بـر روي سـلول    غلظت تهيه شده و 5ا ه از تاكسول و هريك از عصاره. تگرفم نجاه  تبخيركننده چرخشي استگاد ده از تفاـساا ـبل لاـح
  .ارزيابي شد MTTها به دو روش جذب تريپان بلو و رنگ سنجي  اثر داده شد و توانايي زيستي سلول

هـاي سـرطاني داراي اثـرات سـمي قابـل تـوجهي بودنـد ولـي عصـاره آبـي خـواص             ي الكلي رزماري و تاكسول برروي سلول عصاره :نتايج
  .داشتضدسرطاني بسيار ضعيفي 

عصاره الكلي رزماي به صورت وابسته به دز قادر به از بين بردن سلول هاي سرطاني بوده و خواص سايتوتوكسـيك آن قابـل    :نتيجه گيري
 .باشد همچنين مدل سرطان پستان القايي يك مدل مناسب براي انجام آزمايشاتي از اين دست مي. مقايسه با داروي تاكسول است

  DMBA ها، عصاره رزماري،  ل، تومورهاي پستان، زيستايي سلولتاكسو :واژگان كليدي
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  مقدمه
وزارت بهداشت و درمـان در حـال    يطبق آمار منتشر شده از سو

حاضر سرطان پستان شايع ترين سرطان در ميان زنان كشور بـه  
. رود و دومين سرطان كشنده پس از سرطان ريـه اسـت   شمار مي

نفر شانس ابتلا  كي ،يرانياز هر هشت زن ا نديگو يكارشناسان م
هاي  چهارم كل سرطان كبه سرطان پستان را داراست و حدود ي

بـالا بـودن    ).1(د باش ـ يكشور مربوط به سرطان پستان مزنان در 
در كشـورمان ضـرورت انجـام    به اين نـوع سـرطان    انيآمار مبتلا

سـرطان و   جـاد يا يها سميبردن به مكان يپ يبرا شتريب قاتيتحق
  .سازد يمؤثرتر را آشكار م يدرمان يها ابداع روش

ز عوامل ا يها توسط انواع مختلف توان در رت يپستان را م سرطان
نمـود   جاديا نوژنيو مواد كارس زانيوني يها، پرتوها هورمون رينظ

القـا سـرطان پسـتان در رت     يها روش نيتر از پركاربرد يكياما 
ــوع  ــتفاده از ن  ــ ياس ــاده ش ــام   ييايميم ــه ن ــمت يد 12و7ب  لي

ي ا چندحلقـه  كي ـآرومات دروكربنيه كي هباشد ك يم بنزانتراسن
  ).2(شود  يم افتيوفور در دود تنباكو  است كه به

 جـاد يو وجـود عوامـل متعـدد در ا    سميمكان يدگيچيتوجه به پ با
نشده اسـت   افتي يماريب نيا يبرا يسرطان تا كنون درمان قطع

بـراي درمــان سـرطان پســتان    يدرمـان  يهــا امـا امـروزه از روش  
ــا ايــن حــال . شــود ياســتفاده مــ    ماننــد تنــوع يوجــود عــواملب

مقاومت به درمـان انتخـاب    يها سميو مكان كيپاتولوژ يها پروسه
   از كيــ هــر ينــوع درمــان را بــرا نيمــدترآو كار نيمناســب تــر

      شـات يامـر لـزوم انجـام آزما    ني ـمشكل ساخته اسـت و ا  مارانيب
in vitro drug sensitivity/resistance نيا .سازد يرا روشن م 

بـاره اثـر عوامـل     در ينسـب  يشـناخت و آگـاه   ادرندق شاتيآزما
از انجــام  شيمختلــف مــورد اســتفاده در درمــان اســتاندارد را پــ

روش بـه   ني ـا گـر يبـه عبـارت د  . فراهم كنند in vivo شاتيآزما
 يرا بـرا  يمناسب يكند تا بتوانند داروها يها كمك م ستيانكولوژ

 يبـرا روش  ني ـاز ا نيهمچن ـ .ننـد يبرگز مـاران يب يدرمان يميش
از  يريجلـوگ  زيبالقوه مؤثرتر و ن يدرمان يميش يها ميانتخاب رژ

  ).3( شود يمؤثر استفاده م ريغ يبالقوه داروها تيسم
 زاني ـكاهش م تيكه قابلphytochemicals) (يي ايمياشيمواد گ

باشند به صـورت روزافـزون رو    ياز تومورها را دارا م يبروز تعداد
نظـر كـه    ني ـاز ا ييمشـتقات غـذا   انيم نياست و از ا شيبه افزا

بـا ايـن   . قـرار دارنـد   يباشند مورد توجه خاص يم يرسميغ باًيتقر
و  عمـل  سـم يكـه در رابطـه بـا مكان    يمحدود يشواهد علم حال

وجود دارد از ورود آنهـا  تركيبات  نيااحتمالي استفاده از  عوارض
نمـوده   يريجلـوگ  يپزشك يها ها و درمان مراقبت ياصل ريبه مس

 جي ـرا اهـان ياز گ ياريكه بس ـ هص شدمشختا به امروز ). 3(است 
 وي ـكموپروتكت سـرطان  يا حفاظت كننده در برابـر  خواص يدارا

chemoprotective)( توان به  يم اهانيگ نيباشند، از جمله ا يم
خـانواده   ي، اعضـا )ريو موس ـ ازي ـو پ ريس ـ( Alliumگونه  ياعضا
خـانواده   ي، اعضـا )يو رزمـار  شـن ينعنـاع، آو  حـان، ير( انينعناع

Zingiberaceae )اهـان يگ ني ـا .اشاره نمود )و زردچوبه ليزنجب 
ــابع ــ يمنـ ــاليمكتوياز ف يغنـ ــا كـ ــكموپروتكت يهـ ــد  ويـ ماننـ

ــتروليف ــا، فلاونوئ تواس ــه ــكاروتنوئ دها،ي ــترپنوئ دها،ي      ... و  دهاي
عمـل كـرده و    تدانياكس ـ يمواد به عنـوان آنت ـ  نيباشند كه ا يم

 سـتم يس كي ـو موجـب تحر كنند  يآزاد را جاروب م يها كاليراد
بـا   DNA adducts ليتشـك  نيشـوند و همچن ـ  يبدن م ـ يمنيا

 كي ـمتابول يرهايمس ـ نيها را مهار نموده و علاوه بر ا نوژنيكارس
  ).4( كنند يمرتبط با گسترش سرطان را مهار م

 تيدانياكس ـ يآنت ـ تياست كه خاص ـ ياهانياز گ يكي زين يرزمار
مـورد   ريدو دهه اخ يكيو در  يكه به تازگ يزياما چ. دارد ييبالا

 يو آنت ـ يتوجه محققان قرار گرفتـه اسـت خـواص ضـد سـرطان     
از آنجـا كـه سـرطان يـك بيمـاري       .باشـد  يآن م ـ كينوژنيكارس

پيچيده و مولتي فاكتوريال است، يافتن مدل مناسبي كـه بتـوان   
هـاي   آن را جايگزين مدل انسـاني نمـود همـواره يكـي از آرمـان     

ايـن پـژوهش از مـدل مـوش صـحرايي       در. محققان بـوده اسـت  
استفاده شده است كه قادر به تقليد شرايط تومورهاي انسـاني تـا   

باشد و بنابراين مي تواند مدل مناسبي بـراي   حد بسيار زيادي مي
هـاي   با بررسـي داده . مطالعه اثر داروهاي ضدسرطان به شمار آيد

كـه   به دست آمده از اين مطالعه به اين موضوع پي خـواهيم بـرد  
تواند مدل جايگزين  آيا استفاده از مدل موشي سرطان پستان مي

هـاي الكلـي و    مناسبي براي مدل انساني باشد و اينكه آيا عصـاره 
رزمــاري قــادر بــه از بــين بــردن ) فاقــد عوامــل غيرقطبــي(آبــي 
 هاي سرطاني هستند؟ و اگـر ايـن گونـه اسـت ميـزان اثـر       سلول

ج تاكسـول بـه چـه ميـزان     ها در مقايسه با داروي راي ـ بخشي آن
 است؟

  
  ها مواد و روش

 Spragueي بـالغ از نـژاد    هاي مـاده  براي انجام اين پژوهش رت

dawley  ي سـرم   از موسسـه ) گـرم 150 ±10(با ميانگين وزني
 12سـاعت تـاريكي و   12سازي رازي خريداري شده و در شرايط 

ــرارت   ــنايي و ح ــاعت روش ــ 22 ± 3س ــانتي ي هدرج ــراد و  س گ
هـاي مخصـوص در اتـاق     دسترسي آزاد بـه آب و غـذا، در قفـس   

 .حيوانات نگهداري شوند
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گروه تقسـيم شـده و بـه     3حيوانات به  :دوز دارو و روش تيمار
ميلـي ليتـر روغـن     1 به عنـوان گـروه كنتـرل   ) n=10(گروه اول 

ميلـي ليتـر    1به عنوان گـروه تيمـار   ) n=10(كنجد به گروه دوم 
 1كـه در  ) ، آلمـان DMBA )Sigmaگرم  ميلي 10حاويمحلول 

، )n=10(بـه گـروه آخـر     ميلي ليتر روغن كنجد حل شده بـود و 
كـه   DMBAميلي گـرم   20محلول حاوي  2بعنوان گروه تيمار 

. ميلي ليتر روغن كنجد حل شده بود بوسيله گاواژ داده شـد  1در
 يمـار هفته و در روز مشخص به گـروه ت  2بار در طول  2اين دارو

پس از پايان دوره تيمار و رسيدن تومـور بـه انـدازه    . خورانده شد
اتر بيهوش و محل تشريح اسـتريل   اتيل  لازم حيوانات توسط دي 

گرديد سپس تومور بطور كامل خارج شده و به زير هـود لامينـار   
منظـور تهيـه مقـاطع     يك سـوم تومـور بـه   ). 1شكل(منتقل شد 

درصد قرار داده شد 10در فرمالين براي مطالعه پاتولوژيك بافتي، 
 .قرار گرفت و دو سوم باقيمانده جهت كشت سلول مورد استفاده

اصول بهداشتي در نگهداري و معدوم لازم به ذكر است كه تمامي 
سازي حيوانات بر اساس پروتكل كميته اخـلاق پزشـكي مصـوب    

ــا پروتكــل هلســينكي  (  28/5/1385 ــن  در ) 1975مطــابق ب اي
  .شد رعايتپژوهش 

نمونه به دست آمـده از تومـور بـه     :مطالعه هيستوپاتولوژيكي
درصد قـرار داده شـد و در    10ساعت در فرمالين 72تا  48مدت 

به اختصار آبگيري با درجـات صـعودي   (ادامه مراحل پاساژ بافتي 
بـر  ) گيري در پارافين مـذاب   الكل، شفاف سازي با زايلين و قالب

سـپس بـا اسـتفاده از ميكروتـوم      .روي قطعات تومور انجام گرفت
)Leitz 1512 (   ميكرومتـر   3از قالب ها برش هايي بـه ضـخامت

هـا   ائـوزين روي بـرش   -تهيه شده و رنگ آميـزي هماتوكسـيلين  
هـا بـا ميكروسـكوپ نـوري مجهـز بـه        در نهايت لام. انجام گرفت

  .دوربين مورد مطالعه و عكس برداري قرار گرفتند
  

  
 DMBAتومور خارج شده از رت تيمار شده با  :1شكل 

  

بـراي تهيـه سـلول از     :هاي منفرد از بافت تومـور  سلولتهيه 
بافت تومور، تومورها به زير هود لامينار انتقال داده شده و سپس 

 10هاي حاوي  هاي داخلي تر قطعاتي بريده و به فالكون از قسمت
پـس  . انتقال داده شد استريل) ، آلمانHBSS )Gibcoليتر  ميلي

از جدا كردن خون و بافت اضافه، باقيماندة تومور با اسـكالپل بـه   
و سوسپانسيون حاصله به ) chopping(ذرات بسيار ريز خرد شد 

دقيقــه  5بــه مــدت  rpm1500فــالكون منتقــل شــده و بــا دور 
پـس از آن محلـول رويـي دور ريختـه شـد و بـه       . سانتريفوژ شد

، DMEM )Gibcoليتر محـيط كشـت    يميل 5رسوب ته فالكون 
پـس  . اضافه گشت) ، آلمانGibco( FBSدرصد 10حاوي) آلمان

ميلي ليتر از مخلـوط همگـن شـده بـه      2تا  5/1از پيپتاژ كردن، 
 5منتقل شده و حجم محيط داخل فلاسك به  T25هاي  فلاسك
دار  CO2 سـپس فلاسـك بـه انكوبـاتور    . رسـانده شـد   ليتـر   ميلي

)Memmert،  گــراد منتقــل  درجــه ســانتي 37بــا دمــاي  )آلمـان
 5ساعت محيط رويي فلاسك تخليه و  24پس از گذشت . گرديد
تعـويض  . ليتر محيط كشت تازه بـه فلاسـك افـزوده گشـت     ميلي

ها هرچند روز يكبار و در صورت نيـاز انجـام    محيط و پاساژ سلول
 .گرفت و اين كار تا پاساژ هفتم تكرار شد

ــاهي  ــاي گي ــاره ه ــه عص ــرگ و  2حــدود  :تهي ــوگرم ب كيل
هاي تازه گياه رزماري چيده شده و در محيطي خنـك و   سرشاخه

گـرم بـرگ    500سـپس حـدود   . به دور از نور آفتاب خشك شـد 
خشك رزماري آسياب و غربال شد تا پـودر يـك دسـتي حاصـل     

گرم از پودر در ظرف مناسـبي ريختـه شـده و حـدود      100. شود
 24افزوده شـد و بـه مـدت     به آن ميلي ليتر متانول خالص 250

گـراد قـرار    درجـه سـانتي   50تا  40ساعت بر روي شيكر با دماي 
سپس مخلوط به دست آمده بـا اسـتفاده از كاغـذ صـافي     . گرفت

اي ريخته  به دست آمده در يك ظرف دردار شيشه هصاف و عصار
مجدداً روي تفاله باقي مانـده  . و در جايي دور از نور نگهداري شد

تر متانول خالص ريخته شـده و ظـرف حـاوي تفالـه     لي ميلي 250
درجه  50تا  40ساعت بر روي شيكر با دماي  24مجدداً به مدت 

مقـدار مـورد نيـاز از عصـاره متـانولي      . گراد قرار داده شـد  سانتي
برداشته شد و بقيه آن در دسـتگاه تبخيركننـده چرخشـي قـرار     

روي . بماند گرفت تا حلال آن كاملاً تبخير شده و رسوب آن باقي
درصـد   10تـا   5حـاوي  ( ليتر آب مقطر ميلي 200رسوب حاصله 

ريختـه شـد و پـس از    ) متانول به منظور كمك به انحلال رسوب
 24حل كردن رسوبات در آن ظرف محتـوي مخلـوط بـه مـدت     

. سپس با كاغـذ صـافي صـاف شـد    . ساعت در يخچال قرار گرفت
محلـول در آب  براي ارزيابي نقش ضد سرطاني تركيبات قطبي و 

 رزماري، عصاره به دست آمده با اسـتفاده از سـه حـلال هگـزان،     
كه قـادر بـه جـدا    ( )، آلمانMerck(دي كلرومتان و اتيل استات 

شستشـو داده شـد و تفالـه    ) باشند نمودن تركيبات غيرقطبي مي
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باقي مانده به عنوان عصاره حاوي مواد قطبي مورد اسـتفاده قـرار   
 درجـه  45تـا   40حمام آب گرم بـا دمـاي   عصاره آبي در . گرفت
قرار داده شد تا حلال آن كاملاً تبخير شـود و رسـوب    گراد سانتي

سپس غلظت هـاي مـورد نيـاز از هـر يـك از      . خشكي برجا بماند
ها با حل كردن مقدار مورد نياز از پودر عصـاره در محـيط    عصاره

منافذ با قطر ) milipore(كشت فاقد سرم و گذراندن آن از فيلتر 
ميكرومتر تهيه شده و تا زمان استفاده در يخچـال و بـراي    22/0

 .مدت طولاني تر در فريزر نگهداري شد
سنجش توانائي زيستي سلولي با استفاده از رنگ آميـزي   

خانـه   6سلول در هـر ويـال پليـت     1 × 10 6تعداد : تريپان بلو
سـاعت بـه منظـور     24كشت داده شد و سپس پليـت بـه مـدت    

محيط رويي . ها به كف پليت در انكوباتور قرار گرفت اتصال سلول
، 5، 5/2، 25/1ها خارج و محيط فاقد سرم حاوي غلظتهاي  سلول

) اتـريش  Ebewe pharma(نانومول بر ليتر از تاكسـول   20، 10
 24پس از . ك اضافه و پليت به انكوباتور منتقل گرديدبه هر چاه

سـپس بـا اضـافه    . هاي پليت تريپسين زني شد ساعت، تمام خانه
كردن محيط كشت كامل، تريپسين غير فعال شـده و بـه نسـبت    

به هر خانـه اضـافه و   ) ، آلمانSigma(درصد  4/0تريپان بلو  1:1
انكوبـه   نتي گرادسا درجه 37دقيقه در انكوباتور  2پليت به مدت 

هاي متعلق  در خانه(ها با استفاده از لام نئوبار  شمارش سلول. شد
هاي آبـي رنـگ    سلول. انجام گرفت) هاي سفيد به شمارش گلبول

هـاي بـي رنـگ بـه عنـوان       هـاي مـرده و سـلول    به عنوان سـلول 
سـپس بـا اسـتفاده از فرمـول     . هاي زنده در نظر گرفته شد سلول

  .ها در هر غلظت محاسبه گشت زير، درصد حيات سلول

100 × 
تعداد سلول هاي زنده
  ها توانايي زيستي سلول=  تعداد كل سلول ها

  

اساس اين تست شكسته شـدن  :   (MTT)سنجش تترازوليوم
ــينات   ــزيم سوكسـ ــط آنـ ــوم توسـ ــگ تترازوليـ ــك زرد رنـ       نمـ

ــلول  ــدريايي سـ ــدروژناز ميتوكنـ ــد  دهيـ ــده و توليـ ــاي زنـ           هـ
هرچـه تعـداد   . بلورهاي بنفش رنگ و نا محلـول فورمـازان اسـت   

        هــاي زنــده بيشــتر باشــد شــدت رنــگ توليــد شــده نيــز  ســلول
ــود    ــد ب ــتر خواه ــرعكس(بيش ــت  ). و ب ــن تس ــام اي ــراي انج            ب

خانه كشت و بـه مـدت    96سلول در هر چاهك پليت 104تعداد 
يط رويي خارج و سپس مح. ساعت در انكوباتور قرار داده شد 24

ــط   ــار توس ــك دو ب ــر چاه ــد -PBSه ــته ش ــپس . شس  100س
، 25/1، 0ميكروليتر محيط كشت فاقد سرم حاوي غلظـت هـاي   

نانومول بر ليتر از تاكسول به هر چاهـك پليـت    20، 10، 5، 5/2
پس از آن محيط هر . ساعت انكوبه شد 24اضافه و پليت به مدت 

. تازه جايگزين گرديـد  ميكروليتر محيط فاقد سرم 100چاهك با 
ــا    MTTميكروليتـــر محلـــول  10بـــه هريـــك از چاهـــك هـ

)Dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide( 

)Sigmaاضـافه و بـه   ميلي گرم بر ميلي ليتر  5با غلظت ) ، آلمان
. گـراد انكوبـه گشـت    درجه سانتي 37ساعت در انكوباتور  4مدت 

منظـور حـل شـدن    سپس محيط رويي هر چاهـك تخليـه و بـه    
ــازان  ــر دي متيــــــل  100بلورهــــــاي فورمــــ ميكروليتــــ

 2به هـر يـك از آنهـا اضـافه و بـه مـدت         DMSOسولفوكسايد
سـپس  . ساعت در دماي اتاق و در مكـاني تاريـك قـرار داده شـد    

محتواي هر چاهك از پليت به يك چاهك ديگر منتقـل و جـذب   
ه از نانومتر بـا اسـتفاد   492هر چاهك در طول موج  )OD(نوري 

هــا بــا  قرائــت و درصــد حيــات ســلول ELISA-readerدســتگاه 
  :استفاده از فرمول زير، در مورد هر غلظت محاسبه گرديد

100× OD ها توانايي زيستي سلول=   نمونه  
OD كنترل  

   

، 200، 100هـاي   با غلظت(تمامي مراحل فوق براي عصاره الكلي 
عصـاره آبـي فاقـد    و ) ليتر ميكروگرم بر ميلي 1200و  800، 400

و  4000، 3000، 2000، 1000هـاي   با غلظت(عوامل غير قطبي 
  .تكرار شده و نتايج ثبت گرديد) ميكروگرم بر ميلي ليتر 5000

  

بررسـي اثـر دوزهـاي مصـرفي     بـراي   :هـا  آناليز آماري داده
تاكســول، عصــارة آبــي، عصــارة الكلــي بــر توانــايي زيســتي 

هاي سـرطان پسـتان القـا شـده در مـوش صـحرايي،        سلول
و  Univariateهاي به دست آمده توسـط روش آمـاري    داده

مورد تجزيه و تحليل قـرار گرفـت و تفـاوت     Duncanتست 
  .شد معني دار در نظر گرفته>P 05/0ميانگين ها در سطح 

  

  نتايج
  هيستوپاتولوژيكنتايج حاصل از مطالعه ي 

هـاي تومـوري توسـط متخصـص      از بافـت هـاي تهيـه شـده     برش
بـر اسـاس اطلاعـات    . هيستوپاتولوژي مورد بررسـي قـرار گرفـت   

هيستوپاتولوژيكي تمامي خصوصيات مرفولوژيك مشاهده شده در 
همـانطور كـه در    .ها مؤيد وجود بافت تومورال بـدخيم بـود   برش

سلول هاي سـرطاني در حـال تكثيـر مشـاهده      b-2و  a-2شكل 
اي  تغييرشكل يافته مانند غدهفضاهاي تومورال،  شود، در بافت مي

تليـال   هـاي اپـي   سـلول يك رديـف از  وسيله  به كهشود  ديده مي
 تومـوري  بافـت غـده اي   بهدارند تمايل اند و  احاطه شده توموري

هـاي تشخيصـي    شـانه هردوي مشخصـات مزبـور از ن  . تمايز يابند
 c -2علاوه بر ايـن چنـان كـه در شـكل     . دباش آدنوكارسينوما مي

هاي سرطاني داراي هستك هاي بـزرگ و   شود سلول مشاهده مي
 باشـند، ايـن در حـالي    برجسته و الگوي كروماتيني وزيكولي مـي 

گونـه بافـت    ست كه در هيچ يك از اعضاي گـروه كنتـرل هـيچ   ا
  .توموري مشاهده نشد
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پيكان ها تكثيـر سـلول هـاي    )x20  (bعدسي شيئي( برشي از تومور كه در آن پيكان ها نشان دهنده فضاهاي غده مانند متعدد مي باشند ) a: ۲شكل 

سلول هاي سرطاني با هسته هـاي مشـخص و هسـتك    ) x40 ( ،cعدسي شيئي(نشان مي دهد ) نشان داده شده است} كه با (سرطاني را در يك مجرا 
 .ائوزين-رنگ آميزي هماتوكسيلين).  x100عدسي شيئي) (پيكان ها(گ هاي بزر

  
ها بر اساس رنگ  سنجش توانايي زيستي سلول نتايج

  آميزي تريپان 
هـاي سـرطاني پـس از     مقايسه ميـانگين توانـايي زيسـتي سـلول    

هاي   غلظتداري ميان تمام گروه  ساعت اختلاف معني 24گذشت 
بـه ترتيـب   : براي هر يك از مواد مذكور به اين شرح است 5تا  1

نانومول  20و  10، 5، 5/2، 25/1هاي جدول دوز 5تا  1هاي  گروه
 1000و  800، 400، 200، 100بــر ليتــر از تاكســول، دوز هــاي 

، 2000، 1000هاي عصاره الكلي و دوزميكروگرم بر ميلي ليتر از 
ليتر از عصاره آبي فاقد  كروگرم بر ميليمي 5000و  4000، 3000

  .عوامل غير قطبي
درصـد   50ها را  بر اساس اين نتايج غلظتي كه بتواند رشد سلول 

براي هر يك از تركيبـات مـذكور بـدين شـرح     ) IC50(مهار كند 
  : بود

 677دوز : عصـاره الكلـي  . نـانومول بـر ليتـر    72/12دوز : تاكسول
  .ليتر ميكروگرم بر ميلي

ميكروگـرم   5000از آنجا كه با افزايش دوز عصـاره از  : آبيعصاره 
ها افزايش قابل ملاحظه و  بر ميلي ليتر به بالا قابليت حيات سلول

معني داري پيدا كرد بنابراين سمي ترين دوز عصاره آبي معـادل  
  .ليتر درنظر گرفته شد ميكروگرم بر ميلي 4000

دسـت آمـده از    هـاي بـه   توان گفت مقايسـه داده  به طور كلي مي
هاي سرطاني تحت تيمار با تاكسـول   سنجش قابليت حيات سلول

هاي بـه دسـت آمـده از گـروه كنتـرل، تفـاوت        ها با داده و عصاره
  .نشان داد )>05/0P(داري  معني

  

  
ساعت  24هاي سرطاني پس از تيمار با دوزهاي مختلف تاكسول، عصارة آبي، عصارة الكلي در زمان  مقايسه ميانگين درصد توانايي زيستي سلول: 1جدول

دار در  معني  >05/0P ها در سطح بوده و تفاوت ميانگين SD means±مقادير به صورت . كه به روش رنگ آميزي تريپان بلو اندازه گيري شده است
  .)ANOVA, one way, Duncan test( باشند دار ميي اي متفاوت در هر ستون داراي تفاوت معنه ميانگين هاي با كد حرف. نظر گرفته شده است

 

  ماده  تاكسول  عصاره آبي  عصاره الكلي
 دوز

52/1±a51/94  
33/1±b01/71  
10/2±c92/64  
48/2±d67/56  
20/4±e17/48  
09/2±f03/26 

03/1±a75/94  
82/1±a25/92  
42/3±ab46/90  
44/3±bc70/84  
76/2±c23/82  
45/2±ab73/86 

97/0±a71/94  
96/3±b54/80  
05/3±b82/76  
77/0±c50/66  
07/3±d58/53  
81/1±e40/34 

0  
1  
2  
3  
4  
5  
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هاي سرطاني در گروه هـاي تيمـار    ميانگين توانائي زيستي سلول
شـده بـا تاكسـول و عصـاره الكلـي نسـبت بـه يكـديگر اخــتلاف         

هـاي تيمـار    نداشت، اما ميانگين توانائي زيستي سلولداري  معني
داري نسـبت بـه گـروه     ها داراي اخـتلاف معنـي   شده با اين گروه

اين نتايج نشان ). >05/0Univariate, P(تيمار با عصاره آبي بود 
هـاي سـرطاني داراي    داد كه دوز تيمار و توانـايي زيسـتي سـلول   

افـزايش ميـزان دوز،    باشـند، بـه صـورتيكه بـا      اثرات متقابـل مـي  
البتـه ايـن   . كند داري پيدا مي ها كاهش معني قابليت حيات سلول

كـرد زيـرا    مسئله درمورد عصاره آبي به طـور كامـل صـدق نمـي    
همانطور كه قبلاً نيز اشاره شد، با افزايش ميزان دوز عصـاره آبـي   

ميكروگرم به بالا نه تنهـا كاهشـي در ميـزان زيسـتايي      4000از 
داري  اهده نشد بلكه درصد حيات آنها در سطح معنيها مش سلول

  .افزايش يافت
  

 MTTنتايج سنجش توانايي زيستي سلول ها به روش 
از مقايسه داده هاي بـه دسـت آمـده از سـنجش درصـد حيـات       

هاي سرطاني تيمار شده با تاكسول، عصـاره آبـي و عصـاره     سلول
هـا در   الكلي، مشخص شد كه تفاوت ميانگين درصد حيات سلول

ساعت در گروه هاي تيمار نسبت بـه   24دوزهاي متفاوت و زمان 
ميـانگين زيسـتي   . معنـي دار بـود  >05/0Pگروه كنترل در سطح 

   هـاي سـرطاني در گـروه هـاي تيمـار شـده بـا تاكسـول و          سلول
داري نداشـت، امـا    عصاره الكلي نسبت به يكديگر اخـتلاف معنـي  

ايـن دو گـروه اخـتلاف     هاي تيمار شده بـا  ميانگين زيستي سلول
داري نســبت بــه گــروه تيمــار بــا عصــاره آبــي نشــان داد   معنــي

)05/0Univariate, P< .(  

همانند نتايج به دست آمده از آزمـون تريپـان بلـو، نتـايج تسـت      
MTT        4000نيز مؤيد ايـن مطلـب بـود كـه دوزهـاي بـالاتر از 

ميكروگرم بر ميلي ليتر عصاره آبي نه تنها موجب كـاهش قـدرت   
هاي سرطاني نشده، بلكه قابليـت حيـات آنهـا را در     زيست سلول
اين نتايج همچنين نشان داد . داري افزايش داده است سطح معني

هـاي   كه دوز مصرفي داراي اثر متقابل بر توانـايي زيسـتي سـلول   
باشد به اين معنا كه بـا افـزايش دوز، درصـد حيـات      سرطاني مي

  ).2جدول(يابد  ها به صورت معني داري كاهش مي سلول
ها در جدول به اين شـرح   براي هر يك از گروه 5تا  1هاي  غلظت

 20و  10، 5، 5/2، 25/1هـاي  دوز 5تا  1به ترتيب از گروه : ستا
و  800، 400، 200، 100هـاي  نانومول بر ليتـر از تاكسـول، دوز  

، 1000هـاي  ليتر از عصاره الكلـي و دوز  ميلي ميكروگرم بر 1000
ليتر از عصـاره   ميكروگرم بر ميلي 5000و  4000، 3000، 2000

  .آبي فاقد عوامل غير قطبي
محاسبه شده براي هريك از تركيبات مورد استفاده  IC50ميزان 

  :بدين شرح بود
 664دوز : عصـاره الكلـي  . نـانومول بـر ليتـر    11/10دوز : تاكسول

  . ليتر ميكروگرم بر ميلي
ميكروگـرم   5000عصـاره از  از آنجا كه با افزايش دوز : عصاره آبي

ها افزايش قابل ملاحظـه و   ليتر به بالا قابليت حيات سلول بر ميلي
ترين دوز عصـاره آبـي معـادل     بنابراين سمي. داري پيدا كرد معني

  .ليتر در نظر گرفته شد ميكروگرم بر ميلي 4000
  

  

 24هاي سرطاني پس از تيمار با دوزهاي مختلف تاكسول، عصارة آبـي و عصـارة الكلـي در زمـان      توانايي زيستي سلول مقايسه ميانگين درصد :2جدول 
معني دار در نظر گرفته  >p  05/0 بوده و تفاوت ميانگين ها در سطح SD means ±مقادير به صورت . اندازه گيري شده است MTTساعت كه به روش 

  ).ANOVA, one way, Duncan test(حروف متفاوت در هر ستون داراي تفاوت معنادار مي باشند  ميانگين هاي با كد. شده است
 

  ماده  تاكسول  عصاره آبي  عصاره الكلي
 دوز

00/0±a100  
55/1±b20/67  
37/3±c83/59  
05/2±d39/53  
85/0±e16/48  
87/3±f01/36  

00/0±a100  
54/1±a16/93  
99/0±b23/86  
68/3±b14/84  
89/1±b92/77  
76/2±c67/87  

00/0±a100  
83/2±b74/86  
60/1±c93/76  
49/4±d44/65  
64/1±e06/50  
03/1±f84/44  

0  
1  
2  
3  
4  
5  
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  بحث
نتايج بدست آمده از بررسي هيستولوژيك مقـاطع تهيـه شـده از    

رنگ آميزي  ائوزين -هماتوكسيلينهاي توموري كه به روش  بافت
شده بودند مؤيد اين مطلب بود كـه پـاتولوژي تومورهـاي ايجـاد     

هاي صحرائي مورد استفاده در اين تحقيق، شباهت  شده در موش
پـيش از ايـن نيـز    . زيادي بـا تومورهـاي پسـتاني در انسـان دارد    

Russo )5 ( گزارش كرده بود كه اكثر تومورهاي پستاني القا شده
ارســـينوما بـــوده و مشخصـــات از نـــوع ادنوك DMBAتوســـط 

تومورهاي پستان انساني را از نظـر رشـد وابسـته بـه هورمـون و      
كند و بنابراين مدل حيواني مناسبي جهـت   هيستولوژي تقليد مي

با . باشند تحقيق در مورد كارسينوژنز تومورهاي پستان انساني مي
ها و با نظر به اينكه ژنوم انسـان و رت تـا حـد     توجه به اين يافته

يادي به يكديگر مشـابه اسـت بنـابراين از ديـدگاه ژنتيكـي نيـز       ز
بايست تشابهات زيادي بين تومورهاي پستاني ايجاد شـده در   مي

بررسي توانايي زيستي . رت و تومورهاي انساني وجود داشته باشد
هاي سرطاني با استفاده از دو آزمون رنگ آميزي با تريپـان   سلول
الكلي و تاكسول موجب كـاهش  نشان داد كه عصاره  MTTبلو و 

گرچــه . هــاي ســرطاني شــدند چشـمگير توانــايي زيســتي ســلول 
هاي سرطاني را تا حدودي از بين  ي آبي نيز توانست سلول عصاره

ببرد، اما اثرات سايتوتوكسـيك آن نسـبت بـه تاكسـول و عصـاره      
نتايج به دست آمـده از هـر دو آزمـون در    . الكلي بسيار ناچيز بود

  .ه و يكديگر را تأييد نمودنديك راستا بود
ساير مطالعاتي كه پيش از اين در رابطه با اثرات سايتوتوكسـيك  

ي الكلي رزماري صورت گرفته است نيز توانـايي   تاكسول و عصاره
هـاي سـرطاني را    اين تركيبات در كاهش توانايي زيسـتي سـلول  

تحقيقــات متعــددي كــه در مــورد اثــرات      .انــد نشــان داده
 in vitroو چـه   in vivoاكسول چه به صـورت  سايتوتوكسيك ت

هـاي سـرطاني را    صورت گرفته است سميت تاكسول براي سـلول 
مشخص شده است كه تاكسول بـا ايجـاد وقفـه در    . اند نشان داده

هـاي صـورت    بررسي. شود ها مي چرخه سلولي موجب مرگ سلول
، MCF-7،HeLa   ،A549 ،U373هـاي سـلولي    گرفتـه بـر رده  

HT-29 ،OVG-1 ،PC-Sh  وPC-Zd )6 (NUGC-3 ،SC-
M1 )7 (SKOV3 ، U937)8 (  همگي سايتوتوكسيسيتي بـالاي

  .اند تاكسول را نشان داده
ــري     ــد تكثي ــرات ض ــا اث ــه ب ــون در رابط ــا كن ــه ت ــاتي ك          مطالع

(Anti proliferative)  و سايتوتوكسيك عصاره الكلي رزماري بر
 ، HL60جملــه هــاي ســـلولي ســرطاني انســـاني از    روي رده

K562،MCF7   وMDA-MB-468  )9 (M14  وA375  ،
NCI-H82 ،DU-145 ،K-562  ،Hep-3B ،MCF7 ،MDA-
MB-231 وPC-3  دهد و  صورت گرفته نشان ميIC50   عصـاره

هاي سـلولي مختلـف متفـاوت     وابسته به نوع سلول بوده و در رده

 تاكنون تركيبات بسـيار زيـادي از رزمـاري اسـتخراج    ). 10( است
اند كه بسياري از آنهـا داراي خـواص آنتـي اكسـيداني، ضـد       شده

عصـاره الكلـي رزمـاري    . باشـند  التهابي، ضد توموري و غيـره مـي  
درصــد  6/4تــا  8/3درصــد كارنوســيك اســيد،  1تــا  5/0حــاوي 

درصـد   2/19تـا   5/16درصد رزمارينيك اسيد،  4تا  2كارنوسول،
اسـت كـه از ايـن     درصد رزمانول 5/0اورسوليك اسيد و كمتر از 

ميان تنها رزمارينيك اسيد در آب محلول بوده و سـاير تركيبـات   
هـاي   بسـياري از ويژگـي  . باشـند  هاي آلـي محلـول مـي    در حلال

داننـد و تـا    فارماكولوژيكي رزماري را به اين تركيبات منتسب مي
ي و ضد سرطاني برخي از آنها به خوبي تامروز نقش آنتي اكسيدان

اي كـه روي تركيبـات    مطالعـات گسـترده  . اسـت به اثبات رسيده 
مؤثر رزماري صورت گرفتـه مكانيسـم عمـل آنهـا را تـا حـدودي       
مشخص نموده است، با اين حال هنوز تـا درك كامـل مكانيسـم    

نتايج بررسي انجام ). 11(عمل اين تركيبات راه زيادي باقي است 
در مـوش   DMBAگرفته روي سرطان پستان القا شـده توسـط   

بيان برخي  DMBAمشخص نموده است كه  FVB/Nد هاي نژا
و  c-mycهــاي دخيــل در رونــد كارســينوژنز از جملــه ژن  از ژن

cyclin D1  را افزايش داده و مسيرNF‐κB    را در ايـن تومورهـا
موجـب القـاء التهـاب مـزمن و      DMBAهمچنين . كند فعال مي

 DNAو ايجاد آسـيب اكسـيداتيو در    ROSتوليد بيش از اندازه 
  ).12(كند  ه و اثرات مخرب خود را بدين صورت اعمال ميشد

استفاده از عصاره متـانلي رزمـاري روي پوسـت مـوش از اتصـال      
اپيـدرمال جلـوگيري نمـوده و آغـاز      DNAكووالان بنزوپيرن به 

همچنين مشخص شده است كه . كند تومور توسط آن را مهار مي
ــرن و    ــال بنزوپي ــيد  از اتص ــوليك اس ــه  DMBAاورس  DNAب

ها ممانعت به  به غشاء اين سلول TPAهاي اپيدرم و اتصال  سلول
 NF‐κBاورسوليك اسيد موجود در رزماري مسير . آورد عمل مي

كنـد و احتمـالاً ايـن كـار را از      هاي سرطاني مهار مـي  را در سلول
انجـام   NF‐κBو  P65طريق سركوب مهاركننده فسفريلاسـيون  

هايي ماننـد   كاهشي انكوژندهد و بدين ترتيب موجب تنظيم  مي
COX-2 ،MMP-9 ،Cyclin D1 ،C-Jun  وC-Fos  شـود  مـي .

هاي رزماري نيز مانند اورسوليك اسـيد   كارنوسول موجود در برگ
  ).13(كند  را مهار مي NF‐κBعمل كرده و فعاليت 

COX-2      آنزيمي است كه بيـان آن در شـرايط بـدخيم و پـيش
ن، كبـد، پـانكراس، ريـه،    هايي مانند پستان، كولـو  بدخيم سرطان

تحقيقات نشان . يابد معده، سر و گردن، پوست و حلق افزايش مي
توانـد بـا جلـوگيري از     مي COX-2داده اند كه بيان بيش از حد 

ــد     ــزايش ده ــوريژنز را اف ــوزيس، توم ــدهاي). 14(اپپت      فلاونوئي
ــن      ــنيز و آويشـ ــره، گشـ ــاري، زيـ ــود در رزمـ         PPARγموجـ

)peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (
. نماينـد  را مهـار مـي   COX-2را فعال كرده و به موجب آن بيان 

هـاي   شده و سـلول  COX-2رزمارينيك اسيد نيز موجب كاهش 
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علاوه بر اين رزمانول نيز قادر بـه  . برد سرطان كولون را از بين مي
 دهد بوده و نقش ضد التهابي نشان مي COX-2مهار كردن بيان 

)15.(  
كارنوسيك اسيد موجود در برگ هاي رزماري نيز با جـارو كـردن   

ــال ــيژن  راديك ــاي آزاد اكس ــيل و   -ه ــال هيدروكس ــد راديك مانن
غشاهاي بيولوژيـك را از گزنـد آنهـا     -هاي ليپيد پراكسي راديكال

). 16(كند  حفظ نموده و از پراكسيداسيون ليپيدي جلوگيري مي
اسيد قادر اسـت تحـت شـرايط     گزارش شده است كه كارنوسيك

 100تـا   88استرس اكسيداتيو، پراكسيداسيون ليپيـدي را بـين   
اورسـوليك اسـيد نيـز بـه روشـي مشـابه بـا        . درصد كاهش دهد

). 20(باشد  كارنوسيك اسيد قادر به كنترل استرس اكسيداتيو مي
رزمانول هم از مسير ميتوكندريايي و هم از مسير رسپتور مـرگ،  

شـود و   مـي   COLO 205هاي رگ سلولي در سلولموجب القاء م
ممكن است داراي كاربرد باليني در درمان و پبشگيري از سرطان 

  ).17(باشد 
دهند در بسـياري   گزارشات متعددي منتشر شده اند كه نشان مي

 bcl-2 ،bcl-Xl ،IAPهايي ماننـد   هاي سرطاني بيان ژن از سلول
و  survivin ،Cyclin D1، )پـروتئين مهـار كننـده اپوپتـوزيس    (

يابـد و   افـزايش مـي  ) TNF1 )TRAF1فاكتور مرتبط با رسپتور 
هاي  اين افزايش بيان موجب ترقي و افزايش حيات و تكثير سلول

سرطاني شده و آنها را نسبت به اپوپتوزيس مقـاوم و غيرحسـاس   
اما تركيبات رزماري از قبيل اورسوليك اسـيد قادرنـد از   . كند مي

، تنظـيم افزايشـي   DNAن مهـار رونويسـي   طرق مختلفي همچو
، P53، القاء بيان ژن سركوبگر تومور MMPهاي خانواده  بيان ژن

 9و  8، 3، فعال كردن كاسـپازهاي  JNK2و  JNK1سازي  فعال
موجب القـاء   bcl-2هاي خانواده  و همچنين كاهش بيان پروتئين

-K652 ،HLهاي سلولي مختلفـي از قبيـل    مرگ سلولي در رده
60 ،A549 ،H460 ،PC-3 ،M4Beu ،MCF-7  وHepG2 

ساير تحقيقات نشان داده اندكه كارنوسول نيـز قـادر   ). 11(شوند 
درصـد   53تـا   34به ميـزان   Bcl-2است با كاهش دادن سطوح 

هاي لوكمي حاد انسـاني شـود    موجب القاء مرگ سلولي در سلول
)18.(  

زمارينيـك  بـه غيـر از ر  (از آنجا كه اكثر تركيبات اصـلي رزمـاري   
هاي غيرقطبي و آلـي حـل    در آب محلول نبوده و در حلال) اسيد
، بنابراين نتايج به دست آمده از اثرات عصاره آبـي  )19(شوند  مي

فاقد عوامل غيرقطبي در رزماري دور از انتظار نبود، با ايـن حـال   
هاي سرطاني را از بين  اين عصاره توانست به ميزان ناچيزي سلول

توان اين اثر را ناشـي از حضـور رزمارينيـك اسـيد     برد كه شايد ب
دانست، علاوه بر اين در گروه تيمار مشاهده شد كـه بـا افـزايش    

 5000ليتــر بــه  ميكروگــرم بــر ميلــي 4000دوز عصــاره آبــي از 
. ها افزايش پيدا كـرد  ليتر توانايي زيستي سلول ميكروگرم بر ميلي

محـرك رشـد نـا    شايد بتوان اين نتيجـه را ناشـي از اثـر عوامـل     

هاي بـالا اثـر    شناخته موجود در عصاره آبي دانست كه در غلظت
كننـد   سايتوتوكسيك تركيبات موجود در اين عصاره را خنثي مي

اما به هرحال با نظر به اينكه تركيبـات موجـود در عصـاره مـورد     
انـد و بـا توجـه بـه عـدم       آناليز و تجزيه كمي و كيفي قرار نگرفته

توان در اين مورد اظهار  ه در اين زمينه، نميوجود تحقيقات مشاب
  .نظر قطعي نمود

  
  نتيجه گيري

هـاي   تاكسول و عصاره الكلي رزماري موجب القا مـرگ در سـلول  
شدند ولي عصاره آبي رزمـاري   DMBAسرطاني القا شده توسط 

كه فاقد عوامل غيرقطبي است اثرات سايتوتوكسـيك چنـداني از   
خود نشان نداد علاوه بر اين تشابه نتايج حاصله با نتـايج صـورت   

هاي سلولي انساني مؤيد اين مطلب اسـت كـه    گرفته بر روي رده
مدل القايي سرطان پستان رت كه در اين پژوهش مورد اسـتفاده  

رفته است يك مدل مناسب و قابـل اطمينـان بـراي انجـام     قرار گ
باشـد كـه قـادر بـه تقليـد رفتـار        آزمايشات سايتوتوكسـيك مـي  

ــي   ــوده و م ــاني ب ــتاني انس ــاي پس ــياري از   توموره ــوان در بس ت
 .هايي از اين قبيل از آن بهره جست پژوهش

  
  قدرداني و تشكر

ــامين    ــگاه اراك جهــت ت ــت پژوهشــي دانش ــيله از معاون بدينوس
هاي مالي اين پـژوهش و همچنـين آقـاي فراهـاني كـه در       هزينه

كارهــاي آزمايشــگاهي مــا را يــاري رســاندند تشــكر و قــدرداني  
  . گردد مي
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effects of rosemary (Rosmarinus officinalis) 
extracts on cancerous cells derived from DMBA induced mammary tumor in SD rats. 

Materials and methods: Treatment group were gavaged by DMBA (10mg/kg) dissolved in 1ml 
sesame oil. After tumor development, a part of tissue samples were used for pathological studies using 
H&E staining to determine the type of the tumor. Cancerous cells were prepared after breaking the 
tissue using mechanical method. Dried leaves of Rosemary were extracted using digestion method 
with the help of methanol and filtrated by filter paper. One part of extract was kept away, and to 
separate the non polar compounds, the rest of the extract was washed with non polar solvents (hexane, 
dichloromethane, ethyl acetate). Then the solvents were removed by rotary evaporator and then the 
desirable dilutions of extracts as well as Taxol were prepared. After 24 hours treatment of the cells 
with the extract and taxol the cell viability was evaluated by Trypan blue dye exclusion and MTT 
colorimetric assay. 

Results: Alcoholic extract and Taxol showed significant cytotoxic effects on cancerous cells but the 
effect of aqueous extract was weaker. 

Conclusion: according to this study alcoholic extract of Rosemary had a dose dependent cytotoxic 
effect on cancerous cells which was comparable to Taxol cytotoxicity. Moreover these data 
demonstrated that the induced breast cancer in rat is an appropriate model to simulate human breast 
cancer. 
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