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 هچكيد
 سابقه و هدف 

درماني   عوارض جانبي داروهای شیمي باشد.خوني رده لنفوئیدی مي هایبدخیمياز  ،لوسمي لنفوبلاستي حاد
 های همطالع .ندعلت گرایش به سمت داروهای گیاهي بود ،مورد توجه بودندکه از ابتدا در درمان سرطان 

های سلولي  ردهروی برخي  حاکي از وجود خاصیت ضد سرطاني برجونیپروس اکسلسا  گذشته بر روی گیاه
جونیپروس  ترگیاهبررسي اثرات کشندگي و انتخاب فرکشن توکسیک ،سرطاني بود. هدف از این مطالعه

 بود. PBMC طبیعيهای ( و سلولNalm-6) ALLرده سلولي  بر روی اکسلسا

 ها مواد و روش
فعالیت  و ماني سلولي زنده هایها از طریق آزمونمیزان سیتوتوکسیسیتي فرکشندر یک مطالعه تجربي، 

تر انتخاب گشته و سپس میزان آپوپتوز ارزیابي شد. با استفاده از این دو آزمون، فرکشن توکسیک متابولیک
د. هر شمحاسبه  برای آن فلوسیتومتریو پروپیدیوم یدید به کمک  Vآنکسین  آمیزی سلولي به روش رنگ

 ها استفاده شد.برای آنالیز آماری داده  SPSS 63و  one-way ANOVA از آزمونآزمون سه بار تکرار گردید. 

 ها يافته
 ،جونیپروس اتردوپترولي گیاه کلروفرمي و ترتیب فرکشنبه  µg/mL 4و  µg/mL 5/6 ها نشان داد که دوزیافته

را به طور  Nalm-6های ماني و فعالیت متابولیک سلول ، درصد زنده PBMCهای  سلول بدون تاثیر معنادار بر
فرکشن  ،هااین آزمون اب. فاقد اثرات سیتوتوکسیک بودآن فرکشن آبي  .(>p 17/1)معنادار کاهش داد

 ،فلوسیتومتری با فرکشن کلروفرمي توسط Nalm-6های آپوپتوز سلول تر کلروفرمي انتخاب شد.توکسیک
 (.>p 117/1)برابری در مقایسه با گروه تیمار نشده نشان داد 73افزایش حدود 

 ينتيجه گير
دارای خاصیت  جونیپروس، گیاه فرکشن کلروفرمي و اتردوپتروليمطالعه نشان داد  نحاصل از ای جنتای

 کند. را وارد چرخه آپوپتوز مي Nalm-6های پرولیفراتیو بوده و سلول کشندگي و آنتي

 جونیپروس آپوپتوز، ،لوسمي لنفوبلاستیک حاد :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 

 61/4/99: تاريخ دريافت
 52/2/99: تاريخ پذيرش

 علوم پزشکی شهید بهشتی ـ تهران ـ ايران دانشجوی کارشناسی ارشد خونشناسی آزمايشگاهی و بانک خون ـ دانشکده پیراپزشکی دانشگاه -6
5- PhD تی ـ فارماکوگنوزی ـ دانشیار گروه داروسازی سنتی ـ مرکز تحقیقات طب سنتی و مفردات پزشکی ـ دانشکده طب سنتی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهش

 تهران ـ ايران
3- PhD مادرزادی کودکان دانشگاه علوم  خونی های ايمونوهماتولوژی بالینی ـ استاد دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ـ مرکز تحقیقات بیماری

 پزشکی شهید بهشتی ـ تهران ـ ايران 
  -ايران -وانجک تهران ـ  -بیمارستان آيت اله طالقانی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ـ  دياراستا – فوق تخصص خون و سرطان بالغین مؤلف مسئول: -4
69821-66626پستی:کد
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  مقدمه 
يکـــی از انـــوا   ،(ALL)لوســـمی لنفوبیســـتی  ـــاد    

هـای  زسـا  هـای خـونی اسـت کـه بـا تکییـر پـی         بدخیمی
کودکـان   باشد که تواماًمی لنفوئیدی در مغز استخوان همراه

 1666 ،کند. سالانه به طور تقريبیو بزرگسالان را درگیر می
مورد ابتی به اين سرطان در ايالت متحـده امريکـا گـزارش    

شود کـه بیشـترين رنـن سـنی بیمـاران بـین کودکـان و        می
سـال و   62کودکان زيـر  . دو گروه سنی (6)نوجوانان است

و  سال در اين لوسمی بیشترين ابتی را دارند 26افراد بالای 
 2تـا   5کودکـان، بـین    ALLترين پیک سنی درگیر در  شايع

آگهـی   . اين بدخیمی در کودکـان بـا پـی    (5)باشدسال می
مطلوب همراه اسـت امـا در بزرگسـالان بـه  ـورت يـک       

 ALL تـرين عیئـ    . از شايع(3)يابد میبیماری کشنده بروز 
ی، توپنیاز ترومبوس ـ یناش ـ یزيخـونر  اي ـ یکبودتوان به  می

عفونـت  ی و از کـ  خـون   یناش ـ یدگي ـپر رنگ ی وخستگ
 ، ارتشـا   ALL ی اشاره کرد. در تشخیص از نوتروپن یناش

و  استنيو مد یغدد لنفاو ،طحال ،کبد ی بهلوسمهای  سلول
مداوم در  شرفتیپ. (6) است ايجاد لنفادنوپاتی کمک کننده

 میـزان بهبـودی   مؤثر باعث شده است که یها توسعه درمان
 ـبـه  در کودکان  رويکردهـای  و افـزاي  يابـد    %86از   یب

نوينی در جهت افزاي  بقای عاری از سرطان ايجـاد شـود   
آن شـاهد کـاه  عـواا داروهـای شـیمی      موجب که به 

انـی  عـوارا   د طـور کـه مـی    . همان(4)درمانی خواهی  بود
جانبی داروهـای شـیمی درمـانی سـرکوب شـديد سیسـت        

ــتخوان، نوروتو   ــوکی اس ــی، پ ــیتیايمن ــره کسیس ، از و غی
جـا کـه داروهـای     از آنهای ايـن درمـان اسـت.     محدوديت

گیاهی به علت داشتن منشأ طبیعی در مقايسه بـا داروهـای   
 شیمیايی دارای عوارا جانبی کمتری بوده و به دلیـ  ايـن  

ارگانیس  زنده از جمله بدن انسان سازگاری بیشـتری  که با 
ها رو به افزاي  اسـت و اکنـون    دارند، تماي  به مصرف آن

نیز به عنوان منبع مکملـی بـرای داروهـای شـیمی درمـانی      
 ی گیـاهی به کارگیری داروهـا  . اخیراً(2)مورد توجه هستند

 انـد.  گرفته رارـقان قزمینه بهبود سرطان مورد توجه محق رد
ــ ــات م ــن گیاهــان و جداســازی، ؤشــناخت ترکیب ثره در اي

هـا در زمینـه تحقیقـات سـرطان      تخلیص و به کارگیری آن
 ث مهار رشد وـنشان داده است که اين ترکیبات قادرند باع

القای آپوپتوز شده در نهايت منجر به مرگ سلول سـرطانی  
پايه گیاهی تاثیرگـذاری  که داروهايی با  شوند. با نظر به اين

چنـین از   و پايداری بیشتر و عـوارا جـانبی کمتـر و هـ     
تولیـد،  ـرفه اقتصـادی بـالاتری نسـبت بـه        چرخهلحاظ 

داروهای سنتتیک دارند، تماي  بیشتری در مصرف داروهای 
گیاهی به عنوان مکم  يا جـايگزين داروهـای سـنتتیک در    

 ـدوداً   ،مـروزه ا .(1)شـود بین جوامع مختلف مشاهده مـی 
 مـار یب نیکه به عنوان ضد سـرطان در بـال   يی% از داروها22

 بـه دسـت آمـده    یاهیاز منابع گ ،ردیگیمورد استفاده قرار م
 ; Juniperus excelsaجـونیررو  اکسلسـا)   گیـاه  .(1)اسـت 

J.excelsa ،)ای همیشــه ســبز از  يــک درخــت يــا درخت ــه
است که در کشـورهای   (Cupressaceaeکوپرساسیا) خانواده

نا یه بالکان، ترکیه، سوريه، لبنان، گرجستان، دامنه قفقـاز و  
شـده  هـای ا ـی     قسمت شرقی ايران وجـود دارد و فـرم  

شود که مردم محلی، آن را متعددی از آن در ايران کاشته می
يـک گیـاه    جـونیررو   .(8)شناسندبا نام ار  يا اردوج می

دارويی است که در گذشته برای درمان قاعـدگی دردنـا ،   
چنـین   گرفـت. هـ   و برونشیت مورد استفاده قرار مـی  سرفه

های اين گیاه  فعالیت ضد میکروبی متعددی در میوه و برگ
. (8، 9)مورد بررسی قرار گرفته اسـت  اه علیه برخی پاتوژن

ات با منبع پودوفیلوتوکسـین  اخیر در مورد ترکیب های همطالع
بـرگ ايـن    و دئوکسی پودوفیلوتوکسین موجود در عصـاره 

خا یت سیتوتوکسـیک بـر    ،گیاه نشان داد که اين ترکیبات
. اثـرات  (66)دهندهای سرطانی از خود نشان می علیه سلول

مربوط به  های سلولی ردهسیتوتوکسیک اين عصاره بر روی 
ای  نیـز در مقالـه   Helaماننـد رده سـلولی   جامـد   یومورهات

در مطالعه مشابه، عصـاره  . (66)مشابه به اثبات رسیده است
هـای سـرطانی    ، آپوپتوز را در سلولجونیررو  اکسلسا تام

ــتی  ــ    Nalm-6و  Rehرده لنفوبیس ــرد و ه ــا ک ــین  الق چن
درمـانی ويـن   توانست با اثـر سـینرژی، دوز داروی شـیمی   

. از طرف (2)کاه  دهد رده سلولیکريستین را در اين دو 
تـوان از ايـن    اند که مـی تايید کرده ها همطالعديگر برخی از 

عصاره به عنوان يک ماده نگهدارنده مـواد غـذايی اسـتفاده    
کرد، چرا که خا یت ضد میکروبی داشته و بـر روی بـدن   

. در ايـن مطالعـه رده   (65)انسان تاثیر سوء نخواهد گذاشت
بـه دلیـ     ،است ALL که الگويی از لوسمی Nalm-6سلولی 
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ضـعیف آن در   پـی  آگهـی  شیو  بیشتر در بین کودکان و 
 مورد مطالعه برگزيده شـد  رده سلولیبه عنوان  ،بزرگسالان

 برای اولین بار اثرات کشندگی سه فرکشـن نـامبرده گیـاه    و
ــوق ــرروی    ف ــای ب ــور خ ــه ط ــلولی ب و  Nalm-6رده س
 (PBMC)ای خـون فـرد سـال     هتک هسـت  طبیعیهای  سلول

 مورد بررسی قرار گرفت.  

 
  ها روشمواد و 

 سازی عصاره: آماده -6
خشک  بـه   اهیگرم از پودر گ 36در يک مطالعه تجربی،     

اتر مخلوط شد.  ومیپترول یقطب ریبا  یل غ 66به  6نسبت 
 یبـر رو  یری ـسـاعت قرارگ  54شده پس از  جاديمخلوط ا

 ظیتغل ـ یدسـت آمـده بـا روتـار    ه  اف و فرکشن ب کر،یش
 ري ـشـده در ز  ظی. پس از خشک شدن کام  نمونه تغلافتي

شـد. در      ا یفرکشن خشک اتردوپترول ،يیایمیهود ش
 ماندهیبه باق 66به  6ادامه با افزودن  یل کلروفرم با نسبت 

شـر  داده   نـد ياز مر له قب  و تکـرار فرآ  اهیخشک شده گ
مـد. از افـزودن  ـیل    دسـت آ ه ب یشده، فرکشن کلروفرم

اسـتخراج   یفرکشـن متـانول   ،خشـک  مانـده  یبه باق یمتانول
عصاره  ،یآب به عنوان  یل قطب ودن. در انتها با افزديگرد
فرکشـن   ر،يزدراياز دستگاه فر  ا   شد که با استفاده یآب

 ـ هـای استخراج شد. فرکشن یخشک آب دسـت آمـده تـا    ه ب
شـد.   ینگهـدار  گـراد  یدرجه سانت 4 یزمان استفاده در دما

طـب   قـات تحقی مرکز در هامرا   استخراج فرکشن یتمام
 دیشـه  یپزشـک  علـوم دانشـگاه   یو مفـردات پزشـک   یسنت
انجام گرفت. به  ینظر متخصص فارماکوگنوز ريو ز یبهشت

 از هـر  گـرم یل ـیم 56ها،  از فرکشن هیاول ذخیره هیمنظور ته
 یبا استفاده از ترازو ،اليخشک درون و هایاز فرکشن کي
از  تـر لییل ـیم 6 ،یفرکشن آب یوزن شد و به استینا تالیجيد

DMSO  کشـت   طی. از مح ـدي ـبه عنوان  یل اسـتفاده گرد
RPMI   ـ  یبه عنوان  ـیل بـرا  اسـتفاده شـد.    یفرکشـن آب

 تـر لییل ـیگـرم در م یلمی 56 هااستو  فرکشن يیغلظت نها
مـورد نظـر، در    هـای ها با غلظت سلول ماریبود و تا زمان ت

کشت  طی. محديگرد ینگهدارگراد  درجه سانتی -56 زريفر
RPMI اسـتفاده   هاولی ـ استو  از هافرکشن یساز قیرق یبرا
مورد مطالعه بـه   هایدر غلظت DMSO يینها غلظتشد و 

مخلـوط   .نبـود  DMSOبـه کنتـرل    یازیو ن دیرس 66/6 ريز
و پس از داده ساعت روی شیکر قرار  54 اضر را به مدت 

نمونه را با کاغذ  افی و قیف  ـاف کـرده    ،طی اين مدت
. پـس  نمـودي  و  ج  مايع به دست آمده را با روتاری ک  

و ريختـه  از آن نمونه تغلیظ شده را درون ويـال وزن شـده   
کـه فرکشـن  ا ـ  از     شدي منتظر خشک شدن کام  آن 

فرکشن اتردوپترولی است. سرس ويـال محتـوی تفالـه     ،نآ
یاه را وزن کرده و از اختیف وزن نمونـه خشـک شـده و    گ

. آن را مـد آ دسـت مـی  ه ويال وزن شده، وزن تفاله خشک ب
بـا  ـیل کلروفـرم مخلـوط      66بـه   6 زير هود بـه نسـبت  

و سـرس ماننـد    دادهسـاعت روی شـیکر قـرار     54. نمودي 
. مايع  ـاف شـده را تغلـیظ    کردي مر له قب  آن را  اف 

که فرکشن کلروفرمی از آن  نمودي ک زير هود خش کرده و
تفاله را بـا  ـیل متـانول بـه      ،د. در مر له بعدمآدست ه ب

. نمونه کردي ساعت خیسانده و  اف  54طريق گفته شده 
و بـه عنـوان فرکشـن متـانولی      کـرده  اف شده را تغلـیظ  

آب  66به  6مانده به نسبت  . روی تفاله باقینمودي استفاده 
و مايع زيرين آن کـه   نمودي و با قیف بوخنر  اف  ريخته

و داخـ    ريختـه درون ظرف فريزدرايـر   ،فرکشن آبی است
  گذاشتی .فريزر 

 
 ها: وللکشت سلولی و تیمار س -5

و بـدين منظـور از    بودانجام شده از نو  تجربی  مطالعه    
مربوط به لوسـمی لنفوبیسـتیک  ـاد     Nalm-6رده سلولی 

بــه عنــوان   PBMCهــایچنــین ســلول اســتفاده شــد. هــ 
بـرای   ،کنتـرل  و طبیعـی ای خـونی   هـای تـک هسـته    سلول

های خـونی مـورد اسـتفاده    ارزيابی عدم تاثیر دارو بر سلول
سـلولی انسـتیتو    کاز بانNalm-6  قرار داده شد. رده سلولی

)تهران، ايـران( تهیـه شـد. بـه منظـور کشـت        پاستور ايران
ها از تانـک ازت انجـام   زدايی سلول سلولی، ابتدا مرا   يخ

)آمريکا، جیبکو(  RPMI 1640 ها در محیطشد. سرس سلول
استرپتومايسـین کشـت    -سـیلین   % پنی6و  FBS% 66 اوی

 31هـای کشـت سـلولی در انکوبـاتور     داده شدند. فیسـک 
انکوبه شدند. برای جداسـازی   CO2% 2 گراد با درجه سانتی

 طبیعـی از خون فرد  لیتر یمیل 56مقدار ،  PBMCهای سلول
 PBSبـا   6به  6و به نسبت شد در ضد انعقاد هرارين گرفته 
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فیلتر شده رقیق گرديد. يک سوم  ج  نهايی هـر فـالکون،   
فايکول ريخته شد و خون رقیق شده به آرامی با سـمرلر از  
کنار ديواره فالکون بر روی فايکول ريختـه شـد. بـه دلیـ      

بايد اين مر له به سرعت انجام گـردد.   ،سمی بودن فايکول
ها به همراه فايکول در سانتريفوژ بدون ترمـز بـا دور     سلول

g 166   دقیقه سانتريفوژ شدند.  52به مدت 
لايه سلولی  4از پايین به بالا شاهد  ،پس از پايان سانتريفوژ

 هـای  ها، فايکول، سلولهای قرمز، گرانولوسیت شام  گلبول
PBMC ت پیسما هستی . لايه پیسما با سمرلر به و در نهاي

کـه لايـه ابـر     PBMC هـای  آرامی دور ريختـه شـد. سـلول   
توسط پیرت پاسـتور اسـتري     ،مانندی را تشکی  داده بودند

به يک فالکون تمیز منتق  و جهت شست و شـو و خـروج   
هـا بـا دور    فیلتر شده اضافه شد. سـلول  PBSفايکول به آن 

g326  سانتريفوژ شدند. اين کار سه مرتبـه  دقیقه  2به مدت
تکرار گرديد. در مر له آخر پـس از خـروج مـايع رويـی،     

اضـافه   کبیوتی ـو آنتـی  FBSبه همـراه   RPMIمحیط کشت 
ــه کشــت در انکوبــاتور  1 شــد و در پلیــت درجــه  31خان

ها که سلول انکوبه گرديد. بعد از اين CO2% 2 گراد با سانتی
بـا   PBMCو   Nalm-6 های سلولبه قدر کافی رشد کردند، 

از فرکشـن کلروفرمـی، اتردوپترولـی و     مختلف هایغلظت
هـای  سـاعت تیمـار شـدند. غلظـت     48و  54آبی به مدت 

مختلف عصاره ها با استفاده از محیط کشت اسـتري  رقیـق   
زاي  ـرای اف ــهـا ب ـ   ـی آزماي ــسازی و تهیه شد و تمام ـ

 ت کار سه بار تکرار گرديد.ـدق
 
 بلو: آمیزی تريران رنگ -3

 های زنده جهت بررسی میزان بقا و  برای شمارش سلول    
آمیـزی   از رنگ ،های تیمار شده نسبت به کنترلتکییر سلول

 54تريران بلو و لام هموسیتومتر)نئوبار( استفاده شد. پس از 
هـای ذکـر شـده از    ها با غلظت ساعت از کشت سلول 48و 

جونیررو   اتردوپترولی و آبی گیاههای کلروفرمی، فرکشن
بلـو بـه    خانه، رنگ تريرـان  54های پلیت  در چاهک اکسلسا
هـا اضـافه شـد و     محیط موجود در چاهک هب 6به  6نسبت 

. اسـا   گرديددقیقه زير میکروسکوپ بررسی  3-2پس از 
های زنده نسبت به  اين آزماي  بدين ترتیب است که سلول

کـه    ـالی  باشـند، در اپذير مـی بلو نفوذ ن ورود رنگ تريران
مـانی   نمايند. میزان زنـده های مرده رنگ را جذب می سلول
 زير محاسبه شد. لهای زنده با فرمو سلول

زندهتعدادسلولهای

سلولهاکلتعداد  مرده زنده 
 هامانی سلول =  در د زنده      

 
 به منظور سنج  فعالیت متابولیک : MTTآزمون  -4

های کلروفرمی، اتردوپترولی و  تاثیر عصارهبرای سنج      
ت متابولیـک،  ـبر میـزان فعالی ـ  جونیررو  اکسلسا آبی گیاه
بـا دوزهـای    PBMC طبیعیو  Nalm-6 های لوسمیکسلول

خانـه تیمـار    91های پلیـت   ها در چاهکمختلف از فرکشن
 31ساعت انکوباسیون در انکوباتور  48و  54شدند. پس از 
هـای داخـ  هـر    ، بـه سـلول   CO2% 2 گـراد و  درجه سانتی

 MTT (4,5 dimethyl diphenylمیکرولیتر محلول 66چاهک 

tetrazolium bromide)   با غلظـتmg/mL 2    اضـافه شـد و
ساعت در انکوباتور قرار گرفت. در  3به مدت  پلیت مجدداً

طی زمان انکوباسیون، رنگ تترازولیوم موجـود در محلـول   
MTT شود. ات دهیدروژناز ا یا میوسیله آنزي  سوکسینه ب

هـای  ا یا و شکسته شدن اين رنگ موجب تولید کريسـتال 
شود. میزان رنگ تولید شده با تعـداد  آبی رنگ فورمازان می

 هــايی کــه از نظــر فعالیــت متابولیــک فعــال هســتندســلول
 های زنده( رابطه مستقی  دارد.  )سلول
ــا دور       ــت ب ــه پلی ــدت  g 5666در ادام ــه م ــه  62ب دقیق

 666شده و پس از خالی کـردن محلـول رويـی،     سانتريفوژ
 ـ DMSOیل ـر   ــمیکرولیت    رسـوب رنگـی  ــ ـرای  ـب

 کـه نـامحلول در آب هسـتند بـه هـر      فورمازان ايجاد شـده 
هـا بـا اسـتفاده از     جذب نوری چاهـک  چاهک اضافه شد و

 216در طــول مــوج  EISA-reader دســتگاه رنــگ ســنجی
 نانومتر قرائت گرديد.

محاسـبه   بـالا ها طبق فرمـول   در د فعالیت متابولیک سلول
 گرديد.

 

= فعالیت متابولیک سلولی در د  
هایدوز مختلف فرکشن هایسلول تیمار شده  با    میانگین جذب نوری 

 میانگین جذب نوری سلولهای کنترل
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 ه منظور سنج  میزان آپوپتوز:ـوسیتومتری بـون فلـآزم -2

هـای لوسـمیک تحـت     به منظور تايید آپوپتوز در سلول    
از آزمـــون ، جـــونیررو  اکسلســـا هـــای تـــاثیر فرکشـــن

هـا در   استفاده شد. ابتـدا سـلول   PI/Vفلوسیتومتری انکسین 
ــاتور  FBS 66% ــاوی  RPMIمحــیط   درجــه 31در انکوب
بـه منظـور دسترسـی بـه تعـداد       CO2% 2 اوی  گراد سانتی

ها، کشت شدند. طبق دستورالعم  کیـت  مورد نظر از سلول
(Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC  )بیوساينس ،

لیتر نیاز است. هر میلیسلول در   3×662برای هر آزمون به 
 2/5تــا  2/6هــای  خانــه بــا غلظــت 1هــا در پلیــت  ســلول

جــونیررو   لیتــر عصــاره کلروفرمــیمیکروگــرم در میلــی
 5چنـین  هـ   وسـاعت تیمـار شـدند.     48به مـدت   اکسلسا

تیمار و به مـدت   نلیتر داروی وين کريستینانوگرم در میلی
  ساعت انکوبه شدند. 48
ها بـه فـالکون منتقـ  شـده و      انکوباسیون، سلولبعد از     

سانتريفوژ شدند و مايع رويی آن دور ريخته شـد. رسـوب   
میکرولیتـر   266، بـا   PBSسلولی پس از يک بار شستشو با 

میکرولیتـر   2مواجـه شـد. در ادامـه     X 6 هاز بافر باند کننـد 
دقیقـه   66بـه نمونـه هـا اضـافه شـد و پـس از        Vانکسین 

ــار  ،تــاريکی انکوباســیون در  PIمیکرولیتــر رنــگ  2ايــن ب
(Propidium Iodideاضافه و مجدد )ًدقیقه انکوبه شـد.   66 ا

های مربوط بـه فلوسـیتومتری منتقـ      ها به ويال سرس نمونه
هـا  شدند و میزان خروج فسفاتیدي  سرين در سطح سـلول 

توسط دستگاه فلوسیتومتری مورد سـنج  قـرار گرفـت و    
 آنالیز شد. FlowJo 7.6.1 افزار نتاين توسط نرم

 
  ها يافته

هـای کلروفرمـی، اتردوپترولـی و آبـی گیـاه       اثر فرکشن    
J.excelsa هـای   مانی سلول بر روی شاخص زندهNalm-6  و

PBMC : 

 ساعت   48و  54مانی سلولی پس از زنده  ـآزماين ـنتاي    
جونیررو   های ياد شده از گیاه ها با فرکشناز تیمار سلول

ــا ــت  ، اکسلس ــه غلظ ــان داد ک ــرم در  3و  2/5نش میکروگ
ساعت نسـبت بـه    48لیتر از فرکشن کلروفرمی پس از  میلی

مانی سلولی را به طور  میزان زنده ،گروه کنترل )تیمار نشده(
ای کاه  داد. در فرکشن اتردوپترولی کـاه    قاب  می ظه

غلظت  ساعت در 48های زنده پس از دار در د سلولامعن
لیتر نسبت به گروه کنتـرل ر  داد  میکروگرم در میلی 2و  4

که فرکشن آبی فاقـد اثـرات سايتوتوکسـیک قابـ       در  الی
 مشاهده در بازه غلظتی مورد آزماي  بود.  

 طبیعـی های به عنوان سلول PBMCهای  چنین سلول ه     
های ذکر شده، کـاه  معنـاداری    خونی در تیمار با فرکشن

مانی سلولی نشـان ندادنـد. پـس از مشـاهده      زنده در میزان
مـانی سـلولی، بـه دلیـ       ها بر شاخص زندهتاثیرات فرکشن

ــی ــر ســلول  ب ــی ب ــودن فرکشــن آب ــر ب در  Nalm-6هــای اث
لیتر، ايـن عصـاره   میکروگرم در میلی 626تا  26های  غلظت

نمودار های بیشتر از مطالعه خارج شد)در ادامه برای آزمون
6 .) 
 

هــای کلروفرمــی و اتردوپترولــی بــر فعالیــت  کشــناثــر فر
 : PBMCو Nalm-6های  متابولیک سلول

نتاين  ا   از بررسی فعالیت متابولیکی سلول با روش     
MTT  هـای  ساعت از تیمـار سـلول   48نشان داد که پس از

Nalm-6 بـــا فرکشـــن کلروفرمـــی و اتردوپترولـــی گیـــاه 
زمـان کــاه   بـه  ـورت وابســته بـه دوز و    جـونیررو ،  

هـا نسـبت بـه گـروه      معناداری در فعالیت متابولیکی سـلول 
کنترل )تیمار نشده( ر  داد. بـدين ترتیـب کـه در فرکشـن     

میکروگــرم در  5کلروفرمــی بــا شــرو  افــزاي  غلظــت از 
 ،ســاعت 48سـاعت و   54لیتـر بــین دو گـروه تیمــار   میلـی 

هــا اخــتیف معنــادار در در ــد فعالیــت متابولیــک ســلول
 IC50، دوز  MTTچنین طبق نتاين آزمـون   شد. ه  مشاهده

سـلولی کـه    رسـاعت تیمـا   48فرکشن کلروفرمـی پـس از   
میکروگـرم   2/5ها در آن زنده هستند، % از سلول26 داق  
فرکشـن اتردوپترولـی نیـز بـا      لیتر محاسبه گرديـد. در میلی

روه ـتر در دو گـلییـرم در میلـمیکروگ 4افزاي  غلظت از 
ــادار در ،شــدهزمــانی ذکــر  در ــد فعالیــت  اخــتیف معن

 IC50دوز  ،طبق اين آزمـون  ها را نشان داد.متابولیک سلول
لیتـر محاسـبه   میکروگرم در میلی 4فرکشن اتردوپترولی نیز 

 هـای ذکـر شـده بـا ايـن      با غلظـت  PBMCهای  شد. سلول
ــت   فرکشــن هــا تیمــار شــد و کــاه  مختصــری در فعالی

 نمودارود)ـکـه معنـادار نب ـ  تابولیک سلولی گزارش گرديد م
5 .) 
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 PBMCهای و سلول Nalm-6های لوسمیک ماني سلول بر شاخص زنده J.excelsaهای کلروفرمي، اتردوپترولي و آبي گیاه : تاثیر فرکشن7 نمودار

 (.>p 117/1 بیانگر *** و >p 17/1بیانگر  **،  >p 15/1 )*بیانگر
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ساعت با   48و  64پس از تیمارهای  PBMCهای و سلول Nalm-6لوسمیک  های: بررسي و مقایسه میزان فعالیت متابولیک سلول6 نمودار

 (.>p 117/1 بیانگر *** و >p 17/1بیانگر  **،  >p 15/1 )*بیانگر J.excelsaهای کلروفرمي، اتردوپترولي و آبي گیاه فرکشن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

لیتر از میکروگرم در میلي 5/6تا  5/7ساعت با دوزهای  48پس از  فلوسیتومتریتوسط آزمون  Nalm-6های بررسي میزان آپوپتوز سلول: 7شکل 

 J.excelsaفرکشن کلروفرمي گیاه 
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 : PI/Vبررسی آپوپتوز با روش فلوسیتومتری انکسین 
از آنالیز فلوسیتومتری آپوپتوز سلولی نشان نتاين  ا       

قادر به افـزاي    جونیررو ، داد که فرکشن کلروفرمی گیاه
بـه  ــورت   Nalm-6هـای   قابـ  توجـه آپوپتـوز در ســلول   

میبـت   Vهای انکسـین   شود. در د سلولدوز میبه وابسته 
لیتـر فرکشـن   میکروگـرم در میلـی   2/5طی تیمار با غلظت 

در ـد   66های کنترل، بـه  در سلولدر د  6کلروفرمی از 
چنـین در ـد    افزاي  يافـت. هـ    ههای تیمار شددر سلول

را میبـت نشـان    PI و Vمارکر انکسین وهايی که هر دسلول
در ـد   46های گروه کنترل، به  در د در سلول 3دادند از 
میکروگـرم در   2/5هـای تیمـار شـده بـا غلظـت      در سـلول 

 . (6)شک  يافتلیتر از اين فرکشن افزاي   میلی
 

 های آماری:آزمون
آنـالیز شـد.    53SPSS افـزار  های مطالعه با کمک نرم داده    

هـای مـورد مطالعـه    برای ارزيابی اختیف آماری بین گـروه 
اسـتفاده    one-way-ANOVA)تیمار شده و کنترل( از آزمون

ها استفاده گرديـد.  برای معناداری آزمون >p 62/6 شد و از
بـه ترتیـب نشـانگر میـزان      >p 666/6 و >p 66/6 چنین ه 

 معناداری بیشتر نسبت به گروه کنترل بودند. 
 

 بحث
تـرين   دسـته شـايع   در (ALL)لوسمی لنفوبیستیک  ـاد     

ها قرار دارد و به طور میانگین سـالانه  ـدود    گروه لوسمی
 .دهـد های کودکان را به خود اختصای می% از بدخیمی36

هـای مختلـف گیـاه    نتاين مطالعه  اضـر بـر روی فرکشـن   
نشان از اثر مهـاری رشـد بـر روی رده سـلولی     جونیررو  

Nalm-6 مانی از آزمون زنده هدست آمده های بداشت. يافته
ــن     ــه در فرکش ــان داد ک ــلولی نش ــک س ــت متابولی و فعالی

لیتر به بالا پـس  میکروگرم در میلی 2/5کلروفرمی، دوزهای 
عت به طور معنـاداری نسـبت بـه کنتـرل، در ـد      سا 48از 

داد. پـــس از آن اثـــرات   هـــای زنـــده را کـــاهســـلول
های بـالاتر از  سايتوتوکسیک فرکشن اتردوپترولی در غظت

لیتر به طـور معنـاداری باعـث کـاه      میکروگرم در میلی 4
بقای سلولی گرديد. اين در الی است که فرکشن آبی  تی 

لیتر فاقـد اثـرات مهـاری    میلیمیکروگرم در  626تا غلظت 
 اران در ـای که توسط اسماعیلی و همکرشد بود. در مطالعه

انجام شـد، اثـرات سايتوتوکسـیک عصـاره تـام       5664سال 
ــونیررو  ــن ج ــی و  و فرکش ــی، اتردوپترول ــای کلروفرم ه

، MCF-7 ، HepG-2 متانولی آن بـر روی رده هـای سـلولی   
MDBK  ،A-549  وWEHI-164  توســــط آزمــــون MTT 

های يـاد شـده بـه    فرکشن IC50بررسی شد و نشان داد که 
. (63)باشـد تـر از عصـاره تـام ايـن گیـاه مـی       نمراتب پـايی 

ديگـری کـه در ايـران انجـام شـد، اثـر       چنین در مطالعه   ه
های دو زير گونه سايتوتوکسیک عصاره اتانولی برگ و دانه

 Hela  ،KB هـای سـلولی   روی رده بـر  جـونیررو   از گیاه
   بررسی گرديد. MDA-MB-468و

میکروگـرم در   2هـای بـالاتر از    نشـان داد غلظـت   ننتاي    
. در (66)باشـد لیتـر دارای اثـرات سايتوتوکسـیک مـی    میلـی 

های کلروفرمی  مطالعه ديگری، اثر عصاره متانولی و فرکشن
یاه بر مهار رشد تومور بررسی گرديـد.  و اتردوپترولی اين گ

% و 81 ا   از آن نشان داد که عصـاره متـانولی بـا     ننتاي
% نسبت بـه داروی وينکريسـتین   41فرکشن اتردوپترولی با 

به ترتیب دارای بیشترين و کمترين اثـر مهارکننـدگی رشـد    
دسـت آمـده   ه ب ن. در مطالعه پی  رو، نتاي(64)تومور است

رسی آپوپتوز سلولی با آزمون فلوسـیتومتری نشـان داد   از بر
لیتـر از فرکشـن کلروفرمـی    میکروگرم در میلـی  2/5غلظت 

برابر( میـزان آپوپتـوز    63ای ) توانست به طور قاب  می ظه
طـور کـه    سلولی را نسبت به گره کنترل افزاي  دهد. همان

در ايـن غلظـت بـی  از نیمـی از      ،مشاهده شد 6در شک  
را  PIو  Vدچار آپوپتوز شده و مارکرهای انکسـین  هاسلول

مطالعـه   ربـود. د  MTTبیان کردند که همسو با نتاين آزمون 
درويشی و همکاران ، اثر آپوپتوتیک عصاره متـانولی ايـن   

هـا،   گیاه بر روی رده سلولی بررسی گرديـد. در مطالعـه آن  
عصـاره   IC50لیتـر بـه عنـوان    میکروگرم در میلی 4غلظت 

معرفی گرديد.   Rehو  Nalm-6متانولی بر روی رده سلولی 
بـا   جونیررو  اکسلسـا  ها نشان دادند که عصاره متانولی آن

داروی وينکريستین به طور معنادار دارای اثر سینرژی بـوده  
و  Nalm-6و توانســت دوز وينکريســتین را در رده ســلولی 

Reh (2)کاه  دهد . 
ــی     ــو در بررس ــده پیرام ــام ش ــای انج ــاه  نه عصــاره گی

مشـخص شـد کـه بیشـترين اجـزای      ، جونیررو  اکسلسـا 
ــام  ترکیبــات       مولکــولی موجــود در آن بــه ترتیــب ش
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فیونوئیــدها)از عصــاره يــا فرکشــن (، mg/g 24/56)فنـولی 
mg/g 11/69،) از عصاره يا فرکشـن  تانن(هاmg/g 91/61 ،)

ها ( و ديترپنmg/g 53/62آلکالوئیدها )از عصاره يا فرکشن 
چنین ايـن   باشد. ه ( میmg/g 43/64)از عصاره يا فرکشن 

ترکیبات دارای اثرات متعدد بر فرآيندهای  یاتی سـلول از  
جمله متابولیس ، چرخه سلولی، آپوپتوز و ايجـاد ترکیبـات   

هـای متنـو  مـورد    . با توجه بـه  ـیل  استاکسیدانی  آنتی
هـای گیـاهی،   گیـری از عصـاره   استفاده در فرآينـد فرکشـن  

های ساختاری از نظر قطبیت و ويژگی فهای مختلمولکول
 هـای  هشوند. طبـق مطالع ـ در طی اين پروسه، جداسازی می

ها و عصـاره  انجام شده بر روی ترکیبات موجود در فرکشن
J.excelsa ــن اتردوپترو ــدها در فرکش ــود ، آلکالوئی ــی وج ل

جا که ترکیبـات آلکالوئیـدی بـه شـدت دارای      ندارند. از آن
رسـد   اين رو به نظر مـی  زا ،پرولیفراتیو هستندخا یت آنتی

علــت اخــتیف موجــود در میــزان سايتوتوکسیســیتی بــین  
ــود     ــه وج ــوط ب ــی مرب ــی و اتردوپترول ــن کلروفرم فرکش

. از جملـه  (64، 62)آلکالوئیدها در فرکشن کلروفرمی باشـد 
تـوان بـه    ديگر ترکیبـات ثانويـه موجـود در ايـن گیـاه مـی      

دوفیلوتوکسین و دئوکسی پودوفیلوتوکسین اشاره کرد که پو
. در (61)خوای ضد تومورال آن بـه اثبـات رسـیده اسـت    

بـه عنـوان منبـع     J.excelsaمطالعه اوچ و همکاران ، گیـاه  
غنی از اين ترکیبات محسوب شده اثرات کشـندگی آن بـر   

بررسـی   CCRF-CEMو J 45.01 ، CEM-C1های سلولیرده
و نشـان دادنـد کـه بـین میـزان پودوفیلوتوکسـین و       گرديد 

دئوکسی پودوفیلوتوکسین و اثرات کشندگی اين گیاه رابطه 
. سـاب و همکـاران در بررسـی    (66)معناداری وجـود دارد 

 CCRF-CEانجام شده بین دو رده سلولی  سـا  بـه دارو   
نسـبت بـه روغـن گیـاه      CEM/ADR5000و مقاوم به دارو 

J.excelsa  ،      نشان دادند هـی  مقاومـت دارويـی نسـبت بـه
 .(61)روغن استخراج شده از اين گیاه مشاهده نشد

 
گيري نتيجه
در مطالعــه  اضــر، بــرای اولــین بــار اثــرات کشــندگی     

بـر روی رده سـلولی     J.excelsaگیـاه   فهای مختل ـفرکشن
Nalm-6  بررســـی شـــد. بـــر اســـا  اخـــتیف قطبیـــت
تـوان اسـتنباط کـرد کـه ترکیبـات      های ثانويه، مـی  متابولیت

هــای کلروفرمــی، اتردوپترولــی و آبــی موجــود در فرکشــن
J.excelsa   متفاوت بوده و اسا  تفاوت در میزان کشندگی

هـای بعـدی     گـردد در مطالعـه  مـی باشـد. پیشـنهاد   ها می آن
های پیرامون اين گیاه، مکانیس  ايجاد آپوپتوز توسط فرکشن

های سـرطانی بررسـی شـود و ترکیبـات     ياد شده در سلول
ای بـرای سـاخت ترکیبـات    ثانويه اين گیاه، به عنـوان پايـه  

 جديد ضد سرطان مورد استفاده قرار گیرد.
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Abstract 
Background and Objectives 

Acute lymphoblastic leukemia is a hematological malignancy of lymphoid lineage. Side effects 

of chemotherapy drugs is a major reason for the tendency to use Herbal medicines. Previous 

studies on Juniperus excelsa (J.excelsa) have shown anti-cancer properties on some cancer cell 

lines. This study aimed to investigate the effect of three fractions of J.excelsa on acute 

lymphoblastic leukemia cells (Nalm-6) and normal mononuclear cells (PBMC), and find a 

more toxic fraction. 

 
Materials and Methods 

In this experimental study, the cytotoxic activity of these fractions in Nalm-6 was determined 

using Viability and MTT assay. By these tests, the more toxic fraction was selected and 

apoptosis was assessed and confirmed with Annexin-V/propidium iodide staining by flow 

cytometry. Each test was repeated at least three times. Statistical analysis was assessed by one-

way ANOVA and SPSS 23. 

 

Results 

The results showed that concentrations of 2.5 and 4 µg/ml of chloroform and etherdopetrol 

fractions of J.excelsa, without considerable effect on PBMC, reduced significantly the cell 

viability and metabolic activity of Nalm-6 (p < 0.01). Also, aquae fraction had no cytotoxic 

effect on Nalm-6 and normal cells. The more toxic fraction, which was chloroform fraction, 

was selected by these tests. According to the flow cytometry test, treated Nalm-6 cells with 

chloroform fraction demonstrated a 13-fold increase in the number of apoptotic cells compared 

with control (p < 0.001). 

 

Conclusions   

Our study showed that chloroform and etherdopetrol fractions have cytotoxic and 

antiproliferative effects on leukemic cells (Nalm-6) and induce apoptosis. 
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