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 چکيده

 باشد.           مي CT-26ی های سرطان کولون ردهبررسي اثرات آپوپتوتیکي منتول بر سلول هدف از اين مطالعه :هدف

مول از منتول میلي 5تا  1های با غلظت  CT-26ی های سرطاني کولون ردهدر اين پژوهش تجربي آزمايشگاهي سلول ها: مواد و روش

جهت  DAPI آمیزی محاسبه شد. رنگ MTTهای سرطاني با آزمون پذيری سلول ساعت تیمار شدند. میزان زيست 48و  24مدت  به

   بررسي شد. Real Time-PCRتوسط تکنیک  Bcl2و  Baxهای استفاده شد و میزان بیان ژن يسالقای آپوپتوز بررسي

 .دوشيم يناطرس یاهلولس ریثکت راهم ثعاب نامز و زود هب هتسباو تروص‮بهنشان داد منتول MTT های تست داده نتایج:

 Real Time- PCR يسررب جياتن .دش يم نیتامورک رد تسکش و مکارت هب رجنم لوتنم هک داد ناشن DAPI  یزیمآ گنر

 لرتنک هب تبسن لوتنم زا لوم يلیم 2 تظلغ رد Bcl2 نژ نایب و لوتنم زا لوم يلیم 3 تظلغ رد Bax نژ نایب داد ناشن

 ‮‮‮‮                                                                                                                         .دباييم شيازفا

شد. بنابراين استفاده از اين  مي CT-26های سرطاني کولون در سلول يسها نشان داد منتول سبب القای آپوپتوزيافته گيری: نتيجه

 يک استراتژی امیدوار کننده در مطالعات کلینیکي سرطان کولون مورد توجه قرار گیرد. عنوان بهتواند مونوترپن مي

 Bax ،Bcl2، سرطان کولون، يسمنتول، آپوپتوز کليدی:گان ژوا
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 مقدمه

عروقي و -های قلبيبعد از بیماریسرطان باشد، در ايران ومیر در سراسر جهان مي امروزه سرطان يکي از علل عمده مرگ

آژانس بین المللي تحقیقات سرطان در مورد آمار جهاني سرطان (. 1آيد )حساب مي ومیر به مرگتصادفات سومین عامل 

(GLOBOCAN 2020و شیوع و مرگ )  میلیون مورد جديد سرطان  3/19کشور  185سرطان در  36ومیر سرطان در مورد

درصد(، سرطان  4/11درصد(، سرطان ريه ) 7/11ها )در اين میان سرطان پستان در خانم رش داده است.گزا 2020را در سال 

خود  ترين میزان سرطان را به بیش درصد(، 6/5درصد(، و سرطان معده ) 3/7درصد(، سرطان پروستات ) 10کولورکتال )

گزارش  2020درصد افزايش مرگ و میر در سال  8/5درصد مورد جديد و  6اختصاص داده است. دررابطه با سرطان کولون، 

 (.2)شده است 

های سالم تواند تغییراتي را نیز در سلولها همراه است و ميبیماری سرطان با پیشرفت غیرطبیعي و رشد کنترل نشده سلول 

رشد، عدم محدوديت در همانندسازی، متاستاز و  هایزايي، خودکفايي در سیگنالايجاد کند که شامل توانايي تحريک رگ

ومیر  ها در دنیاست، چهارمین علت مرگترين انواع سرطانسرطان کولورکتال يکي از شايع(. 3)باشد مي يسمقاومت به آپوپتوز

روز در حال  رود هر چند که تعداد افراد مبتلا روز بهشمار مي ومیر بر اثر سرطان در زنان به در مردان و دومین علت مرگ

ی فامیلي، رژيم غذايي، مصرف ترين علل آن، سن، داشتن سابقهترين و عمده (. در ايجاد سرطان کولون مهم4افزايش است )

 (.5باشد )دخانیات، مصرف الکل و عدم تحرک مي

دهد و ها رخ ميبافت در سلول یوستازئمنظور کنترل، تکامل و هوم مرگ فیزيولوژيک و حیاتي سلول است که به يسآپوپتوز

 يس(. هرگونه اختلال در روند آپوپتوز6شود )های پیر، آسیب ديده، اضافي و مضر ميدر شرايط طبیعي سبب حذف سلول

های سرطاني ايجاد در سلول يسهای درماني سرطان براساس ايجاد آپوپتوزشود، بنابراين بسیاری از روشبیماری مي منجر به

آيد و توسط عوامل مختلف در مسیر داخلي حساب مي به يسعنوان پروتئین کلیدی در آپوپتوز هب Bax(. پروتئین 7شود )مي

از طريق  يسهای مختلف آپوپتوزمحرک در پاسخ به آپوپتوتیکيک اثر آنتي  Bcl2چنین پروتئین  کند، همعمل مي يسآپوپتوز

های مهم دخیل در مسیر از جمله ژن Bcl2و  Baxاز میتوکندری دارد؛  بدين ترتیب  Cجلوگیری از رها شدن سیتوکروم 

 (. 8) روندشمار مي به يسمیتوکندريايي آپوپتوز

شیمي درماني و  های سرطاني بهافزايش مقاومت سلول های زياد در درمان سرطان، ظهور رو بهرغم پیشرفت های اخیر بهدر سال

ها از گیاهان دارويي و محصولات طبیعي برای درمان انواع بیماریآثار جانبي زياد آن کماکان وجود دارد، از اين رو استفاده از 

علت داشتن خواص آنتي اکسیدانتي  اند که گیاهان قادرند بهبسیار امیدوار کننده بوده است و مطالعات نشان داده جمله سرطان

 (. 9) ها را از بین ببرندسمیت داروها را کاهش داده و اثرات مضر شیمیايي آن

چنین ضدسرطاني آن  باشد که اثرات ضدالتهابي و ضدمیکروبي و هم ماده موثره و ترکیب اصلي گیاه زردچوبه مي کورکومین

شرکت تجاری دانش بنیان )اکسیر نانو سینا( گیاه زردچوبه را با نام تجاری سیناکورکومین جهت  (.10اثبات رسیده است ) به

ها و کاهش دهنده انواع سرطان گیری از ابتلا به چنین جهت پیش هم های مفصلي، گوارشي، دهان و پوست و درمان التهاب

 بازار ارائه کرده است.    عوارض شیمي درماني و پرتو درماني به

های ثانويه از جمله: منتول، منتون، ازجمله گیاهان دارويي مهم تیره نعناعیان هستند که دارای ترکیباتي از متابولیت

عنوان ترکیب فعال زيستي  منتول، لیمونن، سینئول و پولگون است. دراين مطالعه از منتول بهايزومنتون، منتوفوران، نئو

های . منتول دارای ويژگي(11-12باشد )مي Mentha piperitaی استفاده شده است که ماده موثره اصلي گیاه نعناع گونه
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ور گسترده در ترکیبات غذايي و تولیدات دارويي ط التهاب است و بهدزيستي ازجمله: ضدخارش، ضددرد، ضدعفوني کننده و ض

 .(13گیرد )مورد استفاده قرار مي

ی های سرطاني پروستات ردهبرروی اثر منتول در مهار و مرگ سلول (14)و همکاران  Wangای که توسط در مطالعه

DU14 های سرطاني جلوگیری ولهای سرطاني را مهار کرده، از رشد سلانجام گرفت مشخص شد که منتول مهاجرت سلول

 شود.  های سرطاني ميدر سلول يسکند و سبب القای آپوپتوزمي

های سرطاني، هدف از  اثرات درماني متعدد منتول در اين مقاله و اهمیت تاثیر ترکیبات طبیعي در مهار رشد سلول باتوجه به

 است. CT-26ی های سرطاني کولون ردهبر سلول منتول سيانجام اين پژوهش آزمايشگاهي بررسي اثر ضدتوموری و آپوپتوزي

 

 ها مواد و روش

از مرکز تحقیقات بیولوژی  CT-26ی سلولي در اين پژوهش رده: آزمونی جهت بررسی سميت سلولی MTTروش 

 FBSدرصد 10حاوی  RPMI1640 (Bioidea,Iran)کاربردی دانشگاه آزاد اسلامي مشهد تهیه شد و در محیط کشت 

(Gibco,USA) پني سیلین(-بیوتیک )استرپتومايسین درصد آنتي 1، و نیز-((Gibco,USA  کشت داده شد و در انکوباتور

با تعداد  CT-26های سرطاني داری شد. سلول درصد نگه 95درصد و رطوبت  CO2  5گراد، درجه سانتي 37با شرايط دمای 

دو گروه  ها بهکف پلیت، چاهک ها بهبیدن سلولساعت و چس 24کشت داده شد. پس از  96های پلیت درون چاهک 5×105

ساعت  48و  24مدت  میلي مول از منتول( تقسیم شدند و بررسي اثر منتول به 5و  4، 3، 2، 1های کنترل و تیمار )غلظت

 570( در طول موج Epoch, Bio Tek, USAصورت گرفت. درنهايت، میزان جذب نوری توسط دستگاه اسپکتروفتومتری )

محاسبه و غلظت  تست(ODکنترل/OD)×100ها با استفاده از معادله پذيری سلول گیری شد و درصد زيستر اندازهنانومت

 (.14( نیز تعیین شد )IC50مهاری )

يک رنگ فلورسنت است که برای مشاهده  DAPI: DAPI (4,6-diamidino-2phenylindole)ای آميزی هسته رنگ

(. برای 7برقرار کند )  DNAدر دو رشته  A-Tتواند اتصال قوی و محکمي با محل بازهای شود و ميهسته سلول استفاده مي

ها با ساعت سلول 24کشت داده شد و بعد از گذشت درون پلیت CT-26 سلول سرطاني  1×105انجام اين تست ابتدا تعداد 

 DAPIساعت رنگ آمیزی  24د از گذشت مول از منتول( مورد تیمار قرار گرفتند و در نهايت بعمیلي 5تا  1های )غلظت

 مورد بررسي قرار گرفت.     انسصورت گرفت و توسط میکروسکوپ فلورس

مورد  Real Time-PCRبااستفاده از روش Bcl2  آپوپتوزی آنتي و Baxهای پروآپوپتوزی میزان بیان ژن: بررسی بيان ژن

( استخراج شد. سپس برطبق شیوه (RNA  pars tous, Iranاستخراجبا استفاده از کیت  RNAارزيابي قرار گرفت. در ابتدا 

صورت  Real Time-PCRانجام گرفت و توسط کیت سايبرگرين تست  cDNAسنتز  Iran) pars tous )cDNA ,نامه 

 Beta actinعنوان ژن هدف و ژن  به Bcl2 و  Baxهای (. در اين مطالعه پرايمرهای مورد استفاده برای ژن16گرفت )

 توالي پرايمرهای طراحي شده نشان داده شده است. 1عنوان کنترل داخلي در نظر گرفته شد. در  جدول  هب

 

 

 

 

 



 
 و همکاران سمیه خضری                                                                     ...Bcl2و  Baxهای و بیان ژن یسبررسی اثر منتول بر القای آپوپتوز

 

  23 1400، بهار 1شماره ، 12پژوهشی(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمی
 

 توالي پرايمرها: 1جدول 

Anti sense sense ژن 

GAGCGAGGCGGTGAGGACTC TCATGGGCTGGACACTGGACTTC Bax 

ACATCTCCCTGTTGACGCTCTC GCACCTGACGCCCTTCACC Bcl2 

TCACGCACGATTTCCCTCTCAG GCTCTCCCTCACGCCATCC Beta actin 

و  Baxهای بیان ژن cfx96افزار  )ساخت آمريکا(، تحت نرم Bio Rad Real time- PCRدرنهايت بااستفاده از دستگاه 

Bcl2 ی  های سرطاني کولون ردهدر سلولCT-26 کنترل داخلي  در گروه کنترل و تیمارشده نسبت به Beta actin مورد

 .  بررسي قرار گرفت

 

 آماری آناليز

تجزيه و تحلیل  05/0pداری  در سطح معني t-testهای آماری وآزمون SPSS-22ها توسط نرم افزار در اين پژوهش داده

 . رسم شدند excelافزار شد، سپس نمودارها توسط نرم

 

 نتایج

 بررسی سميت سلول

انجام گرفت. نتايج    CT-26ی های سرطاني کولون ردهمنظور ارزيابي تاثیر منتول برروی رشد و تکثیر سلول به MTTآزمون  

که پس از  های سرطاني کولون بود، درحاليمول از منتول بر بقای سلولمیلي 5و  4گر تاثیر غلظت  ساعت بیان 24پس از تیمار 

 5تا  2های تحت تیمار با غلظت CT-26ی کولون رده سرطان هایدر سلولساعت، مهار بقای وابسته به غلظت  48تیمار 

های مختلف منتول و تعیین های تیمار شده با غلظتدست آمده از سلول مول از منتول مشاهده شد.  جذب نوری بهمیلي

 (.1شده است )نمودار ها درصد از سلول 50مول از منتول منجر به مرگ بیش از میلي 4غلظت مهاری مشخص کرد که غلظت 

 

 
 MTTدر مقايسه با کنترل توسط روش  CT-26ی مول( بر بقا سلولي سرطان کولون ردهمیلي 5تا  1های مختلف منتول )ارزيابي اثر سیتوتوکسیک غلظت :1نمودار 

  ارائه شده است. SD±صورت میانگین   بهساعت تیمار. نتايج  48و  24پس از 

  p  01/0 در سطح  **

 معني دار است.p  001/0در سطح  ***

** 

*** 
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 DAPIای رنگ آميزی هسته

ساعت و  24پس از تیمار با منتول و گذشت  CT-26های سرطاني ها در سلولنتايج حاصل از اين تست نشان داد که هسته

صورت قطعه قطعه درآمدند  صورت سالم و بدون چروکیدگي است. خارج و به افزايش غلظت ماده تیماری از حالت طبیعي که به

   (.1ها است )شکل گر وقوع آپوپتوز در اين سلول که بیان

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

مول میلي 3و2و1ترتیب  های به (گروه تیمار با غلظتB,C,Dاند. تصاوير ها سالم هستند و شکل خود را حفظ کردهگروه کنترل، سلول :DAPI . Aرنگ آمیزی  :1شکل 

گر قطعه  ها کوچکتر و فشرده هستند که بیانمول از منتول که سلولمیلي 4( گروه تیمار شده با غلظت Eها مشاهده نشد. از منتول که تغییر خاصي در هسته سلول

های سرطاني قطعه قطعه شده و دچار مرگ سلولي ی بیشتر سلولمول از منتول، در اين تصوير هستهمیلي 5( گروه تیمار شده با غلظت Fقطعه شدن کروماتین است. 

 (100×نمايي  شدند. )بزرگ

 

 بررسی بيان ژن

و  4، 3، 2، 1های های سرطاني کولون تیمار شده با غلظتدر سلول Bcl2 آپوپتوزی آنتيو  Bax آپوپتوزی تغییر در بیان ژن

های ساعت ارزيابي شد. نتايج نسبت بیان ژن 24پس از گذشت  Real Time-PCRمول از منتول با استفاده از روش میلي 5

Bax و Bcl2 دهد که بیان ژن آپوپتوتیکي يی سلولي سرطان کولون تیمار شده نشان منسبت به ژن کنترل در ردهBax 

 (.3شود )نمودار مشاهده مي Bcl2آپوپتوتیکي  چنین افزايش  بیان ژن آنتي (، هم2افزايش داشته است )نمودار 
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 CT-26ی های سرطاني کولون ردهدر سلو  Baxبیان ژن: 2نمودار 

 شود.مشاهده مي Baxدر اين نمودار افزايش بیان ژن 

 

 
 

 CT-26ی سرطاني کولون رده هایسلول درBcl2  بیان ژن :3نمودار 

 

 .شودمشاهده مي Bcl2در اين نمودار افزايش بیان ژن 

 

 بحث

علت همراه داشتن ترکیبات طبیعي و اثر گذار که نسبت به داروهای شیمیايي عوارض جانبي و سمیت  گیاهان دارويي به

گیری از سرطان توسط گیاهان و مواد طبیعي،  که هدف اصلي در پیش جايي تری دارند مورد توجه بسیار قرار گرفتند و از آن کم

تر گیاهاني  بیش (. 17استفاده از گیاهان دارويي روز به روز افزايش يافته است )زايي است  مهار يا کند کردن فرآيند سرطان

های درماني باشند که نسبت به ساير روشاکسیدانتي و ضدسرطاني مي دارويي که در طبیعت وجود دارند دارای خاصیت آنتي

(. در مطالعه حاضر به بررسي اثر منتول 18) تر مورد توجه قرار گرفتند درماني، پرتودرماني و هورمون درماني بیشنظیر شیمي

پرداخته شد. نتايج  CT-26 های سرطاني کولون ردهو مرگ سلولي در سلول يسموجود در نعناع فلفلي بر القای آپوپتوز

ی های سرطاني کولون در دو بازهدر سلول يسنشان داد که اثر منتول بر القای آپوپتوز MTTآزمون های حاصل از بررسي

های زنده در کند و سبب کاهش تعداد سلولتری ايجاد مي ساعت با افزايش زمان و غلظت سمیت بیش 48و  24زماني 
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مول از میلي 4های زير ساعت اين تفاوت در غلظت 48شود که البته در بازه زماني های بالاتر از غلظت میانه مهاری ميغلظت

 دصرد نيرت‌مک هک  داد ناشن (تعاس 84 و 42)ينامز یهزاب ود رد يبرجت یاه‮هدار نیست. مقايسه نمودارهای گرومنتول معني

 رثا تفرگ رارق يسررب دروم شهوژپ نيا رد هک یرگيد عوضوم .دشابيم لوتنم زا لوم يلیم 5 تظلغ هب طوبرم یريذپتسيز

 نودب یاهشور نيرتمهم زا يکي سيزوتپوپآ یاقلا .تسا CT-26 یهدر نولوک يناطرس یاهلولس رد زوتپوپآ یاقلا رب لوتنم

 اي لولس هدش یزيرهمانرب گرم زا يناطرس یاهلولس هک يياج  نآ زا و تسا يناطرس یاهلولس گرم و دشر راهم تهج هضراع

 .دنتسه لیخد دنيآرف نيا میظنت رد هک دشاب يياهنژ نایب رد رییغت دناوتيم نآ ليلاد زا يکي دننکيم رارف سيزوتپوپآ

 هک يياهلولس رت شیب  .(91) دننک لامعا ار دوخ ينامرد راثآ دنناوتيم سيزوتپوپآ یاقلا اب يناطرسدض لماوع بلغا نياربانب

 جراخ سکيرتام هب يگدنبسچ نداد تسد زا ،يلولس ضابقنا :هلمجزا یددعتم يکيژولوفروم تارییغت دنوشيم سيزوتپوپآ راچد

 تیمها لیلد هب  .(20) دنهديم ناشن دوخ زا هتسه ندش هعطق هعطق و هتسه يگتخیسگ مه زا ،اه‮نیتامورک مکارت ،يلولس

 و گنیلانگیس یاهریسم يسررب هب نارگشهوژپ زا یرایسب هجوت ریخا یاهلاس رد يناطرس یاه‮لولس بوکرس رد زوتيوپآ

 کيژولوفروم تارییغت هدهاشم تهج شهوژپ نيا رد .تسا هدش فوطعم سيزوتپوپآ یاقلا رد لیخد یاه‮نژ نایب تارییغت

 دعب یزیمآگنر زا لصاح جياتن .دش هدافتسا  IPAD یزیمآ گنر شور زا سيزوتپوپآ یاقلا رب لوتنم رثا يسررب روظنم هب هتسه

 یوحن هب ؛دباييم شيازفا لوتنم تظلغ شيازفا اب هدش رامیت یاهلولس رد سيزوتپوپآ یاقلا يياناوت  هک داد ناشن تعاس 24 زا

 هب تبسن لوتنم زا لوميلیم 5 و 4 یاهتظلغ اب رامیت تحت یاههنومن رد يناطرس یاه‮لولس یهتسه ندش هعطق هعطق هک

 سيزوتپوپآ هب هتسباو يلوکلوم یاهریسم رب لوتنم رثا يسررب تهج هعلاطم نيا رد نینچ مه .دوب صخشم يبوخ هب لرتنک هورگ

 ‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮‮.دش هدافتسا laeRReal Time-PCR شور زا Bcl2 , Bax سيزوتپوپآ یاه‮نژ نایب تارییغت و

چنین  افزايش يافته است؛ هم Bcl2آپوپتوزيس  نتايج حاصل از اين تست نشان داد که با افزايش غلظت منتول بیان ژن آنتي

تواند توان نتیجه گرفت که منتول ميهای تحت تیمار با منتول افزايش يافته است. ميدر سلول Baxبیان ژن پروآپوپتوزيس 

بررسي  به (21) و همکارانLi سبب القای آپوپتوز شود. مرتبط با پژوهش حاضر،  CT-26ی های سرطاني کولون ردهدر سلول

 پرداختند و دريافتند که با افزايش دوز منتول میزان توانايي T-24ی های سرطاني مثانه ردهپذيری منتول بر سلولاثر زيست

ها بیان کردند منتول با القای دپلاريزاسیون در غشای میتوکندری از طريق يابد، آنهای سرطاني کاهش ميپذيری سلولزيست

ها پیشنهاد کردند که چنین آن شود، همانساني مي T-24ی سلولي های سرطاني مثانه در ردهکانال يوني سبب مرگ سلول

ها با نتايج پژوهش حاضر درماني استفاده کرد. نتايج حاصل از پژوهش آنروهای شیميعنوان مکمل در دا توان از منتول بهمي

های سرطاني مغز استخوان با بررسي اثر منتول بر روند آپوپتوزيس در سلول‌به (22) و همکارانLiang باشد. سو مي هم

افزايش غلظت منتول سبب قطعه قطعه  ها نیز نشان دادپرداختند که نتايج پژوهش آن DAPIآمیزی  استفاده از روش رنگ

های تحقیق سو با يافته اين نتايج  نیز هم کند.های سرطاني شده و از طريق القای آپوپتوز اعمال اثر ميشدن هسته سلول

 (23) و همکاران Jiaگر اثر ضدسرطاني منتول است. در رابطه با اثر ضدسرطان موجود در نعناع، در پژوهشي  حاضر بیان

های سرطاني باشد بر سلولهای مشابه منتول موجود در نعناع ميکه يکي از مونوترپن D-Limoneneبررسي اثر آپوپتوزی  به

سبب کاهش بیان ژن  D-Limoneneها نشان داد که افزايش دوز نپرداختند. نتايج بررسي آ LS174Tی کولون رده

Bcl2  و افزايش بیان ژنBax شود.  های سرطاني ميدر سلول 

  

 گیرینتیجه

های بالا رشد و تکثیر سلول سمیت سلوليدلیل داشتن خاصیت  نتايج حاصل از اين پژوهش آزمايشگاهي نشان داد منتول به

 سيآپوپتوزي و آنتي Baxسبب افزايش بیان ژن آپوپتوزی  يسرا مهار کرده و با القای آپوپتوز CT-26ی   سرطاني کولون رده
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Bcl2 های سرطاني و در نتیجه سبب مرگ  سلولCT-26 تواند دست آمده  منتول مي نتايج به لذا با توجه بهشود. کولون مي

 در مطالعات بالیني برروی انسان سرطان کولون مورد ارزيابي قرار گیرد.
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Abstract 

Aim: This study aimed to investigate the apoptotic effects of menthol on CT-26 colon cancer cells. 

Material and Methods: In this experimental study, CT-26 colon cancer cells were treated with 1 to 5 

mM menthol for 24 and 48 h. The viability of colon cancer cells was calculated by MTT assay. DAPI 

staining was used to evaluate apoptosis induction and the expression of Bax and Bcl2 genes was 

evaluated by Real-time-PCR technique. 

Results: The results from the MTT assay showed that menthol inhibits CT26 cell growth in a dose 

and time-dependent manner. The results from DAPI staining indicated that menthol leads to 

condensation and breakdown in chromatin. The results of real-time PCR showed that expression of 

Bax increased at 3 mM concentration of menthol and Bcl2 gene expression increased in cells treated 

with 2 mM concentration of menthol compared to control. 

Conclusion: The results showed that menthol induces apoptosis in CT-26 colon cancer cells. 

Therefore, the use of this monoterpene can be considered as a promising strategy in clinical studies of 

colon cancer. 
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