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ر برابر داروهاي ضد سـرطان  سرطاني د هاي سلولمعضلات شايع در دنياي پزشكي مسئله مقاومت  ازجمله :زمينه و هدف
رسـد، در ايـن   تركيبات ضد سرطاني جديد با كمترين اثرات جانبي امري لازم و ضروري بـه نظـر مـي    يافتنبوده است لذا 

بررسـي اثـرات    منظـور  بـه اين مطالعه . است شده انجامهاي دريايي هاي متعددي بر روي انواع جلبككنون پژوهش راستا تا
شـدن   قطعـه  قطعـه روي تحريك آپوپتوز سلول سرطاني كولوركتـال و اثـر روي    Gracilaria arcuata جلبك هاي عصاره
DNA صورت بهاين مطالعه  .است شده طراحي In vitro study انجام شد .  

 MTTهـاي  بـه روش  ذكرشـده  جلبك هاي عصارهتهيه و اثرات ضد سرطاني  هاي آبي و آلي جلبكعصاره :روش بررسي

Assay ،شدن  قطعه قطعهتريپان بلو، آپوپتوز و  يآميز رنگDNA قرار گرفت مطالعه مورد.  
 و تريپان بلو، عصاره MTTكه در تعيين خواص ضد سرطاني به روش تست  نشان دادنتايج حاصل از اين مطالعه   :ها يافته

سرطاني  هاي سلولثر را بر مرگ غلظت بيشترين ا ليتر ميليميكروگرم بر  45/44 ±91/0با  گراسيلاريا آركواتامتانولي جلبك 
 ± 67/2(و اتيـل اسـتات   ) ليتـر  ميلـي ميكروگـرم بـر    22/70 ± 22/1(هگزان  ناهاي داشت و كمترين اثر مربوط به عصاره

 ماني زندهبود اما ميزان  MTTنتايج براي تست تريپان بلو نيز منطبق بر تست ). p<0.05(بود ) ليتر ميليميكروگرم بر  55/70
شـدن   قطعـه  قطعهمتانولي جلبك مذكور بر آپوپتوز سلولي از دو روش فلوسايتومتري و  براي تعيين اثر عصاره. دمتفاوت بو

DNA ليتر ميليميكروگرم بر  16/1010وابسته به دوز در غلظت  صورت به گراسيلاريا آركواتاي جلبك عصاره. استفاده شد 
   .را نشان نداد اي ملاحظه لقابدرصدي بود كه اثر آپوپتوزي  5/7داراي آپوپتوز 

 هاي سلولداراي اثرات ضد سرطاني عليه  تواند مي گراسيلاريا آركواتا دهد كه عصاره جلبكاين نتايج نشان مي: گيري نتيجه
  . سرطاني كولوركتال باشد و نياز به مطالعات تكميلي و بررسي ساختار شيميايي تركيبات زيست فعال دارد

  
  ، سرطان كولوركتال، آپوپتوزگراسيلاريا آركواتان، ضد سرطا: كليدي كلمات
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  مقدمه
سلول يـا گروهـي از    آنست كه در ا هااي از بيماريسرطان رده

ه عامل مهمي در كنند كرشد مي اي شده كنترلغير  صورت بهها سلول
 تـرين  شـايع سـرطان كولـون   . باشـد  مـي جهاني  گسترده مير و  مرگ

 زنـان  وش و سومين سـرطان شـايع در مـردان    سرطان دستگاه گوار
ميليـون   4/1باشد، بـيش از  مي يافته توسعهدر كشورهاي  خصوص به

 سرطان روده بـزرگ  1 .است شده گزارش 2012جديد در سال  مورد
-دهد و وقتي رخ ميتر روي ميساله و مسن 50در افراد  طوركلي به

يـا مقعـد رشـد    هايي غيرطبيعي در ديواره روده بزرگ دهد كه سلول
در سـطح  هاي خـوش خـيم   غده(پوليپ  صورت بهدر ابتدا  كنند كه

شـيوع جهـاني ايـن سـرطان در      .شـود ظاهر مي) داخلي روده بزرگ
عـلاوه  . است شده آنجب افزايش مطالعه راجع به هاي اخير موسال

هايي كه در دهه اخيـر در درمـان بيمـاري سـرطان شـده      بر پيشرفت
بوده %  40 تقريباًركتال لواصل از سرطان كوح مير و  مرگاست نرخ 

ــه  ــاًك ــتا اساس ــتز حاصــل از متاس ــه    2 .اس ــت ب ــزايش مقاوم اف
هـاي مختلـف   يك مـانع اصـلي بـراي درمـان سـرطان      درماني شيمي
از بازگشـت تومـور و افـزايش     تـوجهي  قابلاست، سهم  شده مطرح

دارويـي در زمـان    منجر به مقاومت چند نهايت درمقاومت درماني، 
و عملكـرد   در معرض گذاشتن با چند داروي ضد سرطان با ساختار

علاوه بـر ايـن داروهـاي ضـد سـرطان بايـد         3.شودمي) شايع( رايج
تعـدادي از   كـه  درحاليباشند  اثرگذارسرطاني  هاي سلولبر  منحصراً

سرطان  به مبتلاكه در حال حاضر در بيماران  درماني شيميداروهاي 
 .باشـد رات جانبي زيادي بر بدن انسـان مـي  اثداراي  شود مياستفاده 

ال و سـركوب دسـتگاه   اسـه  ريزش مـو،  اين اثرات شامل خونريزي،
اسـتاي يـافتن تركيبـاتي بـا     تحقيـق در ر  رو ازايـن  4.ايمني بدن است

كـه توانـايي جلـوگيري از گسـترش و رشـد       ضد تومـوري خواص 
 شـته دا تـوجهي  قابلهاي سرطاني را داشته باشد پيشرفت هاي سلول

است و با توجه به عـوارض جـانبي تركيبـات صـناعي و داروهـاي      
فارماكولوژيــك ضــد ســرطان، محققــان هميشــه در راســتاي يــافتن 

اند و در اين ميان آبزيان تركيبات طبيعي با خواص ضد سرطاني بوده
 موردتوجهها همواره فراواني و تنوع بسيار بالاي آن واسطه بهدريايي 

هاي بسيار زيـادي كـه   توان به پژوهشاين جمله مي، از اند قرارگرفته
 5 .اشاره كرد گرفته است انجامهاي دريايي در خاور دور روي جلبك

هـاي دريـايي هسـتند و    اكوسيسـتم  اوليه توليدكنندگانها جلبك
 تـأثير ها و درياهـا تحـت   ها در نواحي جزر و مدي اقيانوستنوع آن

ايـن منبـع   . باشـد مناطق مـي  نآعوامل جغرافيايي و اقليمي حاكم بر 
غذا و دارو  جمله ازني بيولوژيكي داراي كاربردهاي گوناگو پرارزش

تواننـد بـراي   هـاي دريـايي عـلاوه بـر غـذا مـي      جلبـك  8و7و6 .است
و  قـرار گيرنـد   اسـتفاده  مورد، آرايشي و پزشكي محصولات صنعتي

دني، مع ـ همچنين اين موجودات حاوي مقادير بالايي ويتامين، مـواد 
 هـا جلبـك  9.اندضروري پروتئين، كاروتنوئيد، فيبر و اسيدهاي چرب

، )Agar( هـاي ارزشـمند ماننـد آگـار    سـاكاريد داشتن پلـي  واسطه به
ــانآكار ــات )Carrageenan( ژين  داراي ارزش و )Alginat( و آلژين

جـنس   ويـژه  بـه هاي قرمز جلبك 8 .باشنداهميت اقتصادي زيادي مي
شوند ع اصلي استخراج آگار در جهان محسوب ميگراسيلاريا از مناب

رشــد ســريع و داشــتن خاصــيت ژل بــيش از ســاير  واســطه بــهكــه 
ها در برخي از كشورها اين جلبك. باشندمي موردتوجهها آگاروفيت

 صـورت  بهماده خام براي استخراج مواد پلي ساكاريدي و يا  عنوان به
جلبـك  10 .گيرنـد ار مـي قر استفاده موردسبزي تازه  عنوان بهمستقيم 

هاي فراواني در صنايع كاغذسازي، نساجي، رنگهاي دريايي كاربرد
و بهداشـتي و همچنـين    آرايشي لوازمهاي عكاسي، سازي، تهيه فيلم

در علوم پزشكي در داروسازي جهت تهيه محيط كشـت ميكروبـي،   
ر هاي اوليه دندان دارند و دهاي دارويي و قالبها، شربتتهيه قرص

 11 .گيرنـد قرارمـي  اسـتفاده  موردمستقيم مستقيم و غير طور بهتغذيه 

تاكنون تركيبات زيستي متعددي با گستره كاربردي متنوعي همچـون  
از  ضـد سـرطاني  و  ضد قـارچي ويروسي،  ، ضدبيوتيكي آنتياثرات 
انـد كـه بسـياري از    هاي پرسـلولي شناسـايي و مشـتق شـده    جلبك
توانند به مـواد فعـال   انويه اين جانداران مياوليه و يا ث هاي تمتابولي
 13و12 .شوندصنايع دارويي تبديل علاقه مورد

 جانبـه  همـه با توجه به مجاورت درياي عمان و عـدم مطالعـات   
هــاي مختلــف هــا و گونــهبســياري از جــنس ضــد ســرطاناثــرات 
اين تصميم شديم  بر آن نگر آيندههاي هاي قرمز و نيز استفاده جلبك
ر ايـن مطالعـه بـه    لـذا د . شوداين راستا مطالعه حاضر طراحي كه در

 Grasilaria arcuataهاي آلي و آبي جلبك قرمـز  بررسي اثر عصاره
ــع ــده آوري جم ــار روي  ش ــواحل چابه ــلولاز س ــاي س ــرطاني  ه س

  .است شده پرداخته كولوركتال
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  ها روشمواد و 
 روش دسـتي از سـواحل چابهـار   بـه  گراسيلاريا آركواتـا جلبك 

 فنـاوري  زيسـت و با پاكـت نـايلوني بـه آزمايشـگاه      شده آوري جمع
ابتـدا  . دانشگاه دريانوردي و علوم دريـايي چابهـار انتقـال داده شـد    

انـداران اپيفيـت كـاملاً    جلبك با دقت شسته و از شـن و ماسـه و ج  
بـراي  (كرده  ور غوطهسپس جلبك را درون آب مقطر  عاري گرديد،

سـپس  . تعـويض شـد   آناعت آب س ـ هرچندو ) خارج شدن املاح
. جلبك روي پارچه تميزي در سايه پهن و طي سه روز خشك شـد 

پـودر   صـورت  بـه در مرحله بعد نمونه توسط آسـياب برقـي كـاملاً    
درصـد   10وري هـا بـه روش غوطـه   گيري از جلبـك عصاره. درآمد
هـاي متـانولي، كلروفرمـي، اتيـل     حجمي با استفاده از حلال -جرمي

انجام پذيرفت كـه در ابتـدا    ترتيب  اين  بهاني و آبي هگز-نااستات، 
-جلبك توزين شد و به ظروف شيشه  شده  خشكگرم از پودر  10

ليتـر حـلال آلـي    ميلـي  100جداگانـه   طور به سپس .منتقل شدنداي 
براي تهيه عصاره (مقطر  آب ليتر ميلي 100و ) براي تهيه عصاره آلي(

سـاعت هـم زدن در شــيكر    3-4هـا افــزوده و پـس از   بـه آن ) آبـي 
در پايـان  . شـدند  ساعت در تاريكي نگهداري 24مدت ه انكوباتور ب

كاغذ صافي واتمن شماره يك صاف شـد و   وسيله بهمحتويات ارلن 
دور در دقيقــه  3000در دســتگاه ســانتريفيوژ در  شــده صــافمــايع 
 .عصاره خام جلبكي برداشته شد عنوان بهفيوژ و محلول رويي يسانتر

ميكرون  22/0هاي تغليظ شده توسط فيلتر ميكروبي سپس عصاره 14
  .شد عاري از باكتري

  
  سرطان آزمون ضد
  كشت سلول
كه از موسسه واكسن ) HTC116(سرطان كولوركتال  هاي سلول

كـه   RPMI1640رازي تهيه شد، در محيط كشت مايع  سازي  سرمو 
اسـترپ بـود،   پن  ليتر ميلي 1درصد سرم جنين گاوي و  10همراه با 
در  CO2درصد  5در اتمسفر حاوي  و گراد سانتيدرجه  37در دماي 
  15 .هاي استريل كشت داده شدندفلاسك

  
  MTTآزمون 

سـلول در   µg/ml 100خانه به ميـزان   96هاي ها در پليتسلول

سـاعت   24مدت ه ب CO2% 5همراه با  C37˚  هر چاهك و در دماي
گراسـيلاريا  هاي مختلف از تها با غلظسپس سلول. كشت داده شد

 24مـدت  ه و كنترل ب µg/ml 100و  500، 250، 125، شامل آركواتا
 ميكروليتـر  20مدت به هـر چاهـك    اين از  پس. ساعت تيمار شدند

 4هـا بـه مـدت    سـپس پليـت   .اضافه شد  )(MTT 5 mg/mlمحلول 
بعـد از   .شد انكوبه CO2% 5و  گراد سانتيدرجه  37ساعت در دماي 

ه ب C4˚ها از انكوباتور خارج گشته، در دماي ساعت پليت 4 گذشت
دار  دور در دقيقه بـا سـانتريفيوژ يخچـال    3000دقيقه و در  3مدت 
ها دور ريخته شده،  به هر سپس محتويات رويي آن فيوژ شد،يسانتر

اضـافه شـد تـا فورمـازان      DMSOاز محلول  ميكروليتر 100چاهك 
روي دستگاه شـيكر  بيست دقيقه  مدته ها بپليت .حاصل حل گردد

نـانومتر    630-570 قرار داده شد و سپس جذب نوري فورمازان در
 ايجادشدهميزان سميت  16 .شدبا استفاده از دستگاه الايزاريدر خوانده

  :قرار گرفت موردمحاسبهبا استفاده از فرمول زير 
  ميانگين جذب توكسيكانت

  درصد سلولي سميت=1-                                      ×100
  ميانگين جذب كنترل منفي

  
  بلوتريپان آميزي رنگنجش توانايي زيستي با س

كشـت  ) سلول بر چاهك 2×104(سرطاني با دانسيته  هاي سلول
هـاي مختلـف عصـاره    را در معـرض غلظـت   هااين سلول داده شد،

ــدت   ــه م ــرار داده و ب ــاي  72جلبكــي ق ــاعت در دم ــه  37س درج
سـاعت   72بعد از . داري شدنگه CO2% 5در انكوباسيون  گراد سانتي

 بـاهم بلـو را   حجم مسـاوي از تريپـان   محيط كشت و ميكروليتر 20
زنـده و مـرده بـا لام نئوبـار      هـاي  سلولتركيب كرده و سپس تعداد 

زيـر درصـد    سـپس بـه كمـك فرمـول     17 .شدهموسيتومتر شمارش 
  :شدمحاسبه فعاليت حياتي 

  دهتعداد سلولهاي زن
  ماني سلولها درصد زنده=1-×                               100

  ها كل سلول
 

  هااثرات سلولي عصاره
  آپوپتوزيس

.  انجـام شـد   PI و رنـگ  Annexinv-fitc تشخيص آپوپتوزيز بـا 
 )Phosphatidyl serine detection IQP-116F( طبـق دسـتور كيـت   

لول س ـ 3×10 5د خانـه و تعـدا   24هاي ساخت كشور هلند از پليت
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هـا  سـلول  بيان شد MTTاستفاده شد و به همان روشي كه در تست 
سـاعت بـا    48هـا را پـس از   ، سـپس سـلول  شـدند در پليت كشت 
EDTA-Tripsin  بار بـا بـافر كلسـيم شستشـو داده،      2تيمار كرده و

ــر 10ســپس  ــا  v Annexinاز  ميكروليت ــر 100را ب ســلول  ميكروليت
تاريكي و روي يـخ انكوبـه شـد، سـپس      دقيقه در 20مخلوط كرده، 

 آنبـه  ) PI(رنگ پروپيديوم يديـد   ميكروليتر 10ها را شسته و سلول
هـا بـا   و نمونـه  شـد دقيقه در تاريكي روي يـخ انكوبـه    10اضافه و 

آناليز ) Becton Dickinson. Facs caliber-USA(فلوسايتومتري مدل 
وليـه شـده بودنـد    هايي كه دچار آپوپتوز ادر اين روش سلول. شدند

هـايي كـه دچـار آپوپتـوز     را گرفتند و سـلول  Annexin vفقط رنگ 
 دورنـگ شده بـا   نفوذپذيرها اندكي ثانويه شدند و ديواره سلولي آن

Annexin v  و رنگPI هايي كه نكروز شده فقـط  و سلول شده رنگ
فلوسيتومتري جداگانـه   plotدر  هركدامگرفتند و  به خودرا  PIرنگ 

 18 .هاي مختلف سلولي جدا شدنددسته ترتيب اين بهو  تهقرارگرف

  
 DNAشدن  قطعه قطعه

ــد از روش ــن فرآين ــراي اي ) 2013(و همكــاران  McGahon ب
درجـه   37در دماي  DNA شدن قطعه قطعهبراي ارزيابي  .استفاده شد

هـاي مختلـف از جلبـك    غلظت تيمار شده با هاي سلولگراد، سانتي
ــا ــر  16/610، 16/810، 16/1010( گراســيلاريا آركوات ميكروگــرم ب

سـاعت   48بعـد از  . داري شـدند ساعت نگـه  48مدت  به) ليتر ميلي
هـا  سلول بودندكه اين سلول 4-6× 104سوسپانسيون سلولي حاوي 

دقيقـه   5 به مدت g ×2000ميكروسانترفيوژ در دور  ميكروتيوبدر 
 DNA حاويبه پليت . گراد سانترفيوژ شدنددرجه سانتي 4در دماي 

اضافه شد و براي يك سـاعت    RNase،ليتر ميليگرم بر  10به ميزان 
 بـا اسـتفاده از    DNA. داري شـد گراد نگـه درجه سانتي 50در دماي 

، استخراج Qiagen  با پروتكل شده  ساخته DNA purification كيت
و  شـده  حـل  TE بـافر  ميكروليتـر  50در  شـده  اسـتخراج  DNA. شد

  19.دانجام شاتيديوم برومايد  حاوي % 1/8ي آگارز بر رو الكتروفورز

  
  آناليز آماري

 بررسـي  مـورد  Shapiro-wilkآزمـون   توسط ها دادهنرمال بودن 
 Graphpad- prism 5 افـزار  نرمآناليز و رسم نمودارها با . قرار گرفت

و مقايسـه ميـانگين    ها آزمونانجام شد براي بررسي نتايج  Excellو 
 one way(طرفـه  تحليـل واريـانس يـك   و ن تجزيـه  از آزمو ها داده

ANOVA( در ســطح  هــا گــروه. اســتفاده شــد) p≤0.05 (دار معنــي 
 دار معنـي در صـورت  . بررسـي شـد   ها دادهابتدا نرمال بودن . هستند

-توكي انجـام  آزمون  پسي ها روشبا استفاده از  ها دادهبودن تحليل 

ي جلبكي سه بار تكـرار  براي هر نمونه ها گيري اندازهتمامي . گرفت
  . گزارش شدميانگين  ±انحراف معيار  صورت بهشد و مقادير 

  
  هايافته

  MTTآزمون 
سرطاني كولوركتـال در مواجهـه بـا     هاي سلول ماني زندهدرصد 

مـورد   Gracilaria arcuataهاي جلبـك  هاي متفاوت عصارهغلظت
  .آورده شده است) 1(ت كه در جدول اس قرارگرفتهآزمايش 
سرطاني  هاي سلولصاره متانولي و آبي بيشترين اثر را بر مرگ ع

-كمترين اثر مربوط به عصـاره . داشتند و كلروفرم در مقام بعدي بود

ميكروگرم بـر   1000ميزان غلظت . استاتي بودهگزاني و اتيلهاي ان
هاي متانولي و آبي بيشترين اثر را نسبت به كنتـرل و  عصاره ليتر ميلي

عصاره كلروفرمي نيز ). p>0.05( دارند نشانر عصاره هاي كمتغلظت
ي را نشـان داد  دار معنـي اسـتات اخـتلاف   هگزان و اتيلنسبت به ان

)0.05<p .(اسـتاتي كمتـرين اثـر را بـر     هگزاني و اتيلهاي انعصاره
سـرطاني نشـان دادنـد و ميـزان بازدارنـدگي از رشـد در        هاي سلول

در ). p>0.05(كمتـر بـود    ها رهعصاديگر  مؤثر هاي غلظتمقايسه با 
 مـاني  زنـده ها با كاهش غلظت عصاره در فاز محلـول  تمامي عصاره

هگـزان، متـانول و    ناسرطاني افزايش يافت كه در مـورد   هاي سلول
اخــتلاف  ليتــر ميلــيدر  ميكروگــرم 500هــاي كمتــر از آب غلظــت

  . (p>0.05)ي نشان ندادنددار معني
بـر روي   Gracilaria arcuataهاي جلبـك  عصاره 50LCميزان 

. اسـت  آورده شـده ) 1(هـاي سـرطان كولوركتـال در نمـودار      سلول
هـاي سـرطاني كولوركتـال مربـوط بـه       كمترين ميـزان بـراي سـلول   

و ) ليتـر  ميكروگرم بـر ميلـي   16/810 ± 27/21(هاي متانولي  عصاره
  .بود) ليتر ميكروگرم بر ميلي 46/747 ± 62/31(آب 
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  Gracilaria arcuata  هاي جلبكهاي متفاوت عصارههاي كولوركتال در مواجهه با غلظت ماني سلول صد زندهدر :1جدول 
  عصاره    

 غلظت
 آبي اتيل استاتي هگزاني -نا كلروفرمي متانولي

1000 al09/1±45/44 am37/1±11/5 an23 /± 22/7 an67/2±55/7 al12/± 40/4 

500 bl56/1±1/60 bm98/1±77/6 an99 /± 09/7 abn78/±78/7 bl11/± 55/5 

250 cl33/0±32/80 cl33/2±45/75 bm98/± 09/9 bl35/2±68/8 cl01/1± 7/7 

125 cdm88/1±88/89 dm72/2±45/8 bm88/± 55/9 cm79/± 77/8 cl31/± 79/7 

 d19/1±96 e14/1±43/95 b77/1± 77/9 c98/1± 67/9 d55/±9995 كنترل

در هـر   دار معنـي اخـتلاف   l, m, n, o, pدر هر سـتون و حـروف   دارمعنياختلافa, b, c, d, eحروف.باشدميميانگين ±انحراف معيار نتايج به شكل 
 .باشد مي% 95در سطح احتمال  دار معنيعدم اختلاف  دهنده نشانوجود حداقل يك حرف هم نام . دهد ميرديف را نشان 

  

  
  هاي سرطان كولوركتال بر سلول Gracilaria arcuataهاي جلبك  عصاره LC50ميزان  :1نمودار 

  
  بلوتريپان آميزي رنگسنجش توانايي زيستي با 

سرطاني كولوركتـال در مواجهـه بـا     هاي سلول مانيدرصد زنده
بـا   Gracilaria arcuata هـاي جلبـك  هاي متفـاوت عصـاره  غلظت

) 2(دول اسـت كـه در ج ـ   قرارگرفتـه بلو مورد آزمايش روش تريپان
 .رده شده استآو

جـدول عصـاره متـانولي بيشـترين اثـر را بـر مـرگ         بر اسـاس 
كمتـرين  . سرطاني داشت و كلروفرم در مقام بعـدي بـود   هاي سلول

ميـزان غلظـت    .استاتي بودهگزاني و اتيلهاي اناثر مربوط به عصاره
عصاره متانولي بيشترين اثـر را نسـبت    ليتر ميليدر  ميكروگرم 1000
ديگـر  ).  p>0.05(هاي كمتر عصاره نشـان دادنـد   نترل و غلظتبه ك

داري را نسـبت بـه يكـديگر    ها در اين غلظت اختلاف معنـي عصاره

ــد  ــر  عصــاره ان).  p>0.05(نشــان دادن ــر را ب ــرين اث ــي كمت هگزان
سرطاني نشان داد و ميزان بازدارندگي از رشد در مقايسـه   هاي سلول

در تمـامي  ). p>0.05(كمتـر بـود    هاديگر عصاره مؤثرهاي با غلظت
 هاي سلول ماني زندهها با كاهش غلظت عصاره در فاز محلول عصاره

ها متانول و كلروفرم در ديگر عصاره جز بهسرطاني افزايش يافت كه 
ي دار معنـي اختلاف  ليتر ميليميكروگرم در  500هاي كمتر از غلظت

  .ماهنگ بوده MTTو با نتايج حاصل از  (p>0.05) نشان ندادند
) 2(هاي سـرطان كولوركتـال در نمـودار     ماني سلول درصد زنده
هـاي   مـاني مربـوط بـه سـلول     كمترين ميزان زنـده . آورده شده است

  ســرطاني كولوركتــال تيمــار شــده بــا عصــاره اتيــل اســتاتي       
  .بود) ليتر ميكروگرم بر ميلي 22/76 ± 34/2(
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بـا روش   Gracilaria arcuataهـاي  جلبـك   هاي متفـاوت عصـاره  وركتال در مواجهه با غلظتهاي سرطاني كول ماني سلول درصد زنده: 2جدول 
  تريپان بلو

 عصاره       
  غلظت

  اتيل استاتي  هگزاني -نا كلروفرمي متانولي

1000 al29/1±11/50 am22/1±12/60 an11/2± 12/77  an34/2± 22/76  
500 bl16/1±1/66 bm38/2±17/70 an55/1± 29/82  abn991±36/84  
250 cl21/1±21/83 cl22/2±15/81 bl36/0± 11/92  bl95/0± 18/89  
125 cdl44/1±28/91 dl12/3±15/92 bl28/1± 55/93  bl04/1± 22/94  
  d09/1±96 d24/1±23/96 b17/1 ± 44/96  b55/0 ± 22/95 كنترل

در هـر   دار معنـي اخـتلاف   l, m, n, o, pدر هر ستون و حروف دارمعنياختلافa, b, c, d, eحروف.باشدميميانگين ±نتايج به شكل انحراف معيار 
 .باشد مي% 95در سطح احتمال  دار معنيعدم اختلاف  دهنده نشانوجود حداقل يك حرف هم نام . دهد ميرديف را نشان 

 

  
  بلوبا روش تريپان Gracilaria arcuateجلبك  و آبيآلي  هاي هعصارسميت سلولي درتيمارهاي مختلف  :2نمودار 

  
  

 با آزمون  شده دادهاثر  هاي سلولنتايج حاصل از بررسي آپوپتوز 

AnnexinV-FITC  توسط فلوسايتومتري  
سـرطاني   هـاي  سلوليتومتري انتايج بررسي آپوپتوزيس با فلوس

ولي جلبـك  هاي مختلف عصاره متانكولوركتال در مواجهه با غلظت
ــا  ــيلاريا آركوات ــت (  گراس ــامل غلظ ــاي ش و  16/810، 16/1010ه

 3در نمـودار  ) ليتر ميليميكروگرم بر  ليتر ميليميكروگرم بر  16/710

اف آي تـي سـي    -محـور افقـي آنكسـين وي   . است شده دادهنشان 
)Annexin V-FITC (  و محور عمودي پروپيديوم يديـد)Annexin-

PI (هـاي  شكل، درصد مرگ سـلولي در نمونـه  با توجه به . باشد مي
گراسـيلاريا  هاي مختلف عصاره متانولي جلبـك  تيمار شده با غلظت

اي نداشـته اسـت،   ملاحظه قابلنسبت به نمونه كنترل افزايش  آركواتا
نمونـه سـلولي بـدون    (بدين ترتيب كه درصد آپوپتوز گروه كنتـرل  
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بــر  ميكروگــرم 16/1010غلظــت  كــه درحــالي بــود 76/0) عصــاره
  . بوددرصد  5/7داراي آپوپتوز  ليتر ميلي

هـاي  غلظت متوسط عصاره براي جلبـك   LC50درصد آپوپتوز 
 2/3) ليتـر  ميلـي ميكروگرم بـر   16/810±27/21( گراسيلاريا آركواتا

كـه گراسـيلاريا آركواتـا     دهـد  مـي ، اين مطلب نشان باشد ميدرصد 
  .باشدنمي زياديداراي اثر آپوپتوزي 

  
 DNAشدن قطعه  قطعه

هـاي سـرطاني    سـلول  DNAقطعـه شـدن    نتايج حاصل از قطعه

 هــاي مختلــف عصــاره متــانولي جلبــككولوركتــال تحــت غلظــت
آورده شده است كه منطبق بر نتـايج   4در نمودار  گراسيلاريا آركواتا

شـامل  ( گراسـيلاريا آركواتـا  جلبـك   دهـد آپوپتوز بوده و نشان مـي 
نسـبت بـه   ) ليتـر  رم بر ميلـي ميكروگ 16/710و  16/810، 16/1010

تـأثير بيشـتري بـر    ) سـلول سـرطاني بـدون عصـاره    (نمونـه كنتـرل   
 گراسـيلاريا آركواتـا  هاي جلبك عصاره. دارد DNAقطعه شدن  قطعه

 DNAقطعه شـدن   صورت وابسته به دوز داراي اثر بهتري بر قطعه به
قطعـه شـدن    هستند، بدين ترتيب كه با افزايش غلظت عصاره قطعـه 

DNA يافته است فزايشا.  
  

 
  كنترل

  )76/0آپوپتوز (
  16/710غلظت 

 %)1آپوپتوز (

 16/810غلظت
 %)2/3آپوپتوز(

  16/1010غلظت 
 %)5/7آپوپتوز (

هـاي مختلـف عصـاره جلبـك     سرطاني كولوركتـال در مواجهـه بـا غلظـت    هايسلوليتومتريانتايج بررسي آپوپتوزيس با فلوس :3نمودار
 )Annexin-PI( پروپيديوم يديد عموديمحور و)AnnexinV-FITC(اف آي تي سي-محور افقي آنكسين وي، كوآتاگراسيلاريا ار

  
  
  
  
  

  
    5     4      3   2      1 

) 1. تـا گراسـيلاريا آركوا مختلف عصـاره جلبـك    هاي غلظتسلول سرطاني كولوركتال در مواجهه با  DNAتصويرالكتروفورز فراگمنت  :4نمودار 
  ))Bais per(BPوزن ملكولي بر اساس : محور افقي( غلظت زياد) 5غلظت متوسط، ) 4غلظت كم عصاره، ) 3كنترل، ) 2لدر، 

916 

500 

200 

100 

350 
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  بحث
كـاربردي متنـوعي همچـون     گسـتره تركيبات زيستي متعددي با 

از  ضـد سـرطاني  و  ضد قـارچي ويروسي،  ، ضدبيوتيكي آنتياثرات 
اسـت و بسـياري از    شـده   راجاستخهاي پرسلولي شناسايي و جلبك
تواننـد بـه مـواد    هـا مـي   اين ارگانيسم ثانويهاوليه و يا  هاي تمتابولي

در . در صـنايع دارويـي تبـديل شـوند     اسـتفاده  مـورد زيست فعـال  
گراسـيلاريا  هـاي مختلـف جلبـك دريـايي     پژوهش حاضر عصـاره 

هـاي  اثر مهاري ضد سـرطاني مناسـبي را بـر اسـاس تسـت      آركواتا
MTTشدن  قطعه قطعهپان بلو، آپوپتوزيس و ، تريDNA ندددا  نشان ،

هـاي آبـي و آلـي    اثرات سميت سلولي عصـاره  گيري اندازهكه براي 
. بلو اسـتفاده شـد  و تريپان MTTاز آزمون  گراسيلاريا آركواتاجلبك 

دي فنيل  -5و  2-)ايل-2دي متيل تيازول  -5و  4(-3در اين روش 
اسـت، توسـط    زردرنگكه  MTT اختصار بهتترازوليوم برومايد و يا 

فعـال بـه تركيـب غيـر      هاي سلولهاي دهيدروژناز ميتوكندري آنزيم
ميـزان حساسـيت    21و20 .شـود  ميارغواني فورمازان تبديل  محلول و
حجـم   ازجملـه اي فاكتورهـاي ويـژه   تـأثير تحت  تواند مياين رنگ 

 يكـي از  20 .سـلولي و مـواد رنگـي داخـل سيتوپلاسـم قـرار گيـرد       
نسبت به تريپان بلو در مواردي   MTTبا  آميزي رنگهاي محدوديت

است كه سلول داراي كلسترول بالاست و در چنين مـوردي درصـد   
شـده كمتـر از    گيـري  اندازهها كاذب بوده و ميزان جذب سلول يبقا

ن از امازروهاي فزيرا در حضور كلسترول گرانول. ميزان واقعي است
در همـين   كـه  درحـالي شـوند  خارج مـي  طريق اگزوسيتوز از سلول

هـا بيشـتر از   سـلول  يبلو ميزان بقابا تريپان آميزي رنگشرايط و در 
جذب نوري اين تركيب  22 .شد محاسبه خواهد MTTبا  آميزي رنگ

 مـوج  طـول ، به كمك دستگاه اليزا و در DMSOپس از حل شدن در 
تحقيـق حاضـر نشـان داد كـه      نتـايج . اسـت  گيـري  اندازه قابلمعين 

سرطاني كولوركتـال در عصـاره    هاي سلول ماني زندهكمترين درصد 
در حلال متانولي و آبي مشاهده گرديد و  گراسيلاريا آركواتاجلبكي 

كمتـرين   ليتـر  ميلـي در  ميكروگـرم  1000هـا غلظـت   در اين حـلال 
) 2008(ونـگ و همكـاران   . هـا را نشـان داد   ايـن سـلول   مـاني  زنده
ــه جلبــك از  آزم ــر عصــاره آبــي دوازده گون ــين اث ــراي تعي ايشــي ب

انجـام   -HL 60و  -MCF 7سـرطان سـينه    هـاي  سلولبر  كنگ هنگ
و  Hydroclathrus clathratusهـاي  دادند، نتايج نشان داد كه جلبك

Padina arborescens   سـرطاني بـا    هـاي  سـلول موجب مهار رشـد
) 2004(همكـاران   شـعيب و . سالم شـدند  هاي بر سلولكمترين اثر 

را در  Polysiphonia lanosaفعاليــت سيتوتوكســيك جلبــك قرمــز 
سـرطان  ( HTC 116و  DLD 1سـرطاني   هاي سلول عليهآزمايشگاه 
، نتايج نشان داد كه نتيجـه  قراردادند موردبررسيانساني ) كولوركتال

در اين مطالعه . عملكرد عصاره كلروفرمي و عصاره متانولي بهتر بود
موجب مهـار رشـد    گراسيلاريا آركواتاهاي متانولي و آبي رهنيز عصا
در ايـن  . سالم شـدند  هاي سلولسرطاني با كمترين اثر بر  هاي سلول

 هـاي  سـلول هاي آبي و آلي جلبك مـذكور عليـه   آزمايش اثر عصاره
قرار گرفت، نشـان داده شـد    بررسي موردسرطان كولوركتال انساني 

هـاي متـانولي بـود كـه     اي عصـاره سيتوتوكسيك بـر  ين اثركه بيشتر
  .سرطاني را نشان داد هاي سلولفعاليت سمي عليه 

 هـاي  سـلول رنگ توسـط   برجذبتريپان بلو  آميزي رنگاساس 
زنده اجازه ورود رنگ را بـه درون   هاي سلول كه درحاليمرده است 
زنـده   هاي سلولبا شمارش مستقيم  سميتدهند و ميزان سلول نمي

اســت كــه  آنمحــدوديت ايــن روش . آيــد مــي بــه دســتو مــرده 
زنده نيز ممكـن اسـت رنـگ را جـذب كننـد و ايـن در        هاي سلول

عـلاوه بـر   . دقيقه در رنگ باقي بماننـد  5شرايطي است كه بيشتر از 
ــواص      ــه خ ــودن ب ــكوك ب ــگ، مش ــن رن ــت اي ــدوديت در دق مح

نتـايج تحقيـق   . كند ميرا محدود  آننيز استفاده از  آنكارسينوژنيك 
سـرطاني   هـاي  سـلول  مـاني  زندهن داد كه كمترين درصد حاضر نشا

در حلال متانولي مشـاهده   گراسيلاريا آركواتا  كولوركتال در عصاره
كمتـرين   ليتـر  ميليدر  گرم ميلي 1000غلظت  گرديد و در اين حلال

سـال  ( احمـدزاده  .)2-1جـدول  (ها را نشان داد  ماني اين سلولزنده
تومـوري عصـاره حاصـل از     ضدسي اثر برر منظور بهاي مطالعه) 88

-بـر لايـن   فارس خليجبومي  وم اليگوسيستومسسارگا اي قهوهجلبك 

 In صـورت  بـه انجام داد كه اين مطالعـه   K562و  BLLهاي سلولي 

vitro  عصاره محلول در آب سـرد فيلتـر شـده از     آنانجام شد و در
 MTTتومـوري جلبـك بـه دو روش     ضـد جلبك تهيه شد، اثـرات  

Assay  نتايج نشان . قرار گرفت مطالعه موردتريپان بلو  آميزي رنگو
ميكروگـرم بـر    610-645اي در غلظت دادند كه عصاره جلبك قهوه

لايـن سـلولي    عليـه  توجهي قابلداراي اثرات ضد توموري  ليتر ميلي
562K  خصوصاًو BLL در مطالعه حاضر بهترين اثر بـراي   23 .است
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ــا جلبــك ــه غلظــت عصــارهم گراســيلاريا آركوات ــانولي  ربــوط ب مت
هـاي  با توجه به پژوهش. بود) ليتر ميليميكروگرم بر  29/1±11/50(

هـايي بـا   است كه حـلال  شده اثباتگران از ديگر پژوهش شده انجام
هايي با قطبيت بيشتر دارند قطبيت كمتر نتايج بهتري نسبت به حلال

تركيبـات و   غلـب ااحتمال داد كه به علت قطبيت بيشتر،  توان ميكه 
 درنهايتكند و جلبكي ديگر را همراه ماده فعال استخراج مي ياجزا

در اين نوع عصاره نسبت مواد فعال زيستي با ويژگي ضد سـرطاني  
هـاي بـا قطبيـت    محلول استخراجي در قياس با عصاره كل بهنسبت 

  .يابدكمتر كاهش مي
 طـور  بهفرآيند اين . اي يوناني، به معناي افتادن استآپوپتوز واژه

مـي  انـد  شـده  DNAهايي كه دچار آسيب طبيعي، براي حذف سلول
 24 .دهـد و در مراحل خـاص رشـد و تكامـل جنـين رخ مـي     باشد 

هـاي مختلفـي در   آپوپتوز كنترل نشده ممكن اسـت باعـث بيمـاري   
باعث كوچك شدن اعضـا   ازحد بيشبراي مثال، آپوپتوز . انسان شود
هـاي تحليـل برنـده    شـود كـه بيمـاري   هـا مـي  آن در كـار و اختلال 

حـذف آپوپتـوز نيـز ممكـن     . است آناي از عصبي نمونه) دژنراتيو(
 25 .هـا منجـر شـود   ها و انـواع سـرطان  است به افزايش توليد سلول

كه مرگ سلولي اتفـاقي نيسـت و    داده استمطالعات ملكولي نشان 
 ـ همچنـين، سـلول  . شـود هاي خاصي تنظيم ميژن يانب با ن هـا در اي

شـوند كـه عبـارت    فرآيند دچار تغييرات ريخت شناختي خاصي مي
است از تراكم كروماتين، ايجاد هسته هلالي شكل، تغيير در اسكلت 

هسـته، تـراكم سيتوپلاسـم و     ندش  قطعه قطعهسلولي و غشاء سلول، 
، تبديل سلول به يك يا چند جسم آپوپتوتيك كـه توسـط   نهايت در

آپوپتـوز دو مسـير داخلـي و    . شـوند ها احاطه و هضم ميفاگوسيت
اي از پروتئازهـا، بـه نـام    خـانواده  خارجي دارد كه هردو مسير نهايتاً

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه، درصـد  . كنندكاسپازها، را فعال مي
هاي مختلف عصـاره  هاي تيمار شده با غلظتمرگ سلولي در نمونه

 16/710، 16/810، 16/1010( گراســيلاريا آركواتــامتــانولي جلبــك 
اي ملاحظه قابلنسبت به نمونه كنترل افزايش ) ليتر ميليميكروگرم بر 

نمونـه  (نداشته است، بدين ترتيب كه، درصد آپوپتوز گـروه كنتـرل   
داراي  16/1010كه غلظت است درحالي 76/0) سلولي بدون عصاره

ضـد  خـواص  ) 2013( موتورامـان  و پـاترا  .درصد است 5/7آپوپتوز 
تحريك آپوپتوز سلولي توسط عصاره جلبك گراسـيلاريا   و سرطاني

 جلبـك عصـاره  در اين آزمايش خـواص  . دادندقرار بررسي موردرا 

Gracilaria edulis  سرطاني هاي سلول عليه Ehrich ascites(EAT)  
قرار گرفـت كـه عصـاره     بررسي مورددر آزمايشگاه و محيط طبيعي 

 سرطاني هاي سلولي بر دار نيمعاتانولي گراسيلاريا داراي اثر سمي 

EAT   در ايـن تحقيـق از شـاخص سـميت     .بـود(EEGE)     عصـاره
سـرطاني اسـتفاده    هـاي  سلولدر  EAT گراسيلاريا بر سلول سرطاني

و كـاهش   (ROS) سرطاني باعث توليد اكسيژن فعال هاي سلول. شد
و اســترس اكســيداتيو  يســلول درون  Glutathione (GSH)ســطح 

 براي القاي آپوپتـوز سـلولي شـامل    شده استفاده رهايپارامت .شود مي

Annexin-V     مثبت سلولي، افزايش سـطح قطعـاتDNA  افـزايش ،
در  EEGE القـاي . بودنـد  Caspase 2 ،3 ،9 هـاي فعاليـت پـروتئين  

باعث افزايش طول عمر موش شـده    EATسرطان مبتلابههاي  موش
 مـاني  زندهند كه كداري از رشد تومورها جلوگيري ميمعني طور بهو 

در ايـن مطالعـه نتـايج نشـان دادنـد كـه        26 .ها را افـزايش داد موش
وابسـته بـه دوز    صـورت  بـه  گراسيلاريا آركواتـا متانولي  هاي عصاره

بـه   تواند مينبودند كه اين مسئله  اي ملاحظه قابلداراي اثر آپوپتوزي 
 ستروئيدهااها، كاروتن، مانند بروموفنول هايي تمتابوليدليل كم بودن 

گراسـيلاريا  در جلبـك قرمـز     يـدان ئو تركيبات سولفيتي مانند فوكو
سـرطاني   هـاي  سلولكه نقش مانعي مهمي در برابر برخي از  آركواتا

   .انساني دارند، باشد
اكســي ريبونوكلئــاز  -مشخصــه ديگــر آپوپتــوز، فعــال شــدن د

اكسـي ريبونوكلئـاز يـك     -د. باشـد فعال شدن كاسپاز مـي  واسطه به
 وسـيله  بـه را در نواحي كـه   DNAاندونوكلئاز سلولي است كه رشته 

وقتي اين قطعـات  . دهدها پوشش داده نشده است، برش ميهيستون
و خصوصـيات   شده تفكيكروي ژل آگارز الكتروفورز شوند از هم 

دهد كـه بيـانگر آپوپتـوز مـي    از خود نشان مي DNAشبيه به ماركر 
 هـاي  سـلول ژنـومي   DNAشـدن   قطعه قطعهدر اين مطالعه  25 .باشد

سرطان كولوركتال انساني تيمـار شـده بـا عصـاره متـانولي جلبـك        
 16/1010در سه غلظت نزديك بـه غلظـت بـالا     گراسيلاريا آركواتا

سـاعت بـه روش الكتروفـورز     48پـس از   ليتـر  ميلـي ميكروگرم بـر  
در  2001 سـال در . بر روي ژل آگارز مشاهده گرديد DNA قطعات 

جلبـك   عنـوان  به مارژينوزوپوم رودوفيكاناثرات ضد توموري ژاپن 
بررسـي شـد كـه     برون سلوليو  سلولي درون در محيطقرمز دريائي 

اثر مهاري عصاره جلبك در رشـد چنـدين تومـور مثـل      دهنده نشان
BL6 - B16  ملانــوم وJVG-B 1و kpl-  بــود و  مــاميلاريكارســينوم
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  وي متاســتاز ريــهي بــر رقداخــل صــفا صــورت بــهتزريــق عصــاره 
BL6 - B16    كـرد و ايـن    تائيـد به وريد نيز اثرات مهـاري جلبـك را

 2002در سـال   27 .اولين مطالعه آنتـي متاسـتاتيك ايـن جلبـك بـود     
هــارادا و ياماشــيتو متوجــه فعاليــت ضــد تومــوري پالمتيــك اســيد 

ماده سيتوتوكسيك انتخابي در  عنوان بهاز جلبك قرمز  شده  استخراج
لـوكمي انسـان شـدند امـا ايـن اثـرات بـر روي         هـاي  سـلول درمان 
پالمتيـك اسـيد در   . شـود  مـي هاي پوست انساني ديده نلاستبفيبرو

داراي خـــواص  ليتـــر ميلـــيبـــر  ميكروگـــرم 5/12 -50غلظـــت 
 هـاي  سلوللوكمي و منجر به آپوپتوز  هاي سلولسيتوتوكسيك روي 

شـدند   ترلي ميليميكروگرم بر  50با غلظت ) -4Molt(لوكمي انساني 
در  27 .و در مطالعات بعدي اين اثـرات روي مـوش نيـز ديـده شـد     

 هـاي  سـلول  DNAشـدن   قطعـه  قطعهمطالعه حاضر نتايج حاصل از 
 هاي مختلف عصاره متانولي جلبكسرطاني كولوركتال تحت غلظت

دهـد  منطبق بر نتايج آپوپتـوز بـوده و نشـان مـي     گراسيلاريا آركواتا
و  16/810، 16/1010شــامل ( ركواتــاگراســيلاريا آجلبــك عصــاره 

سـلول  (نسـبت بـه نمونـه كنتـرل     ) ليتـر  ميليميكروگرم بر  16/710

. دارد DNAشدن  قطعه قطعهبيشتري بر  تأثير) سرطاني بدون عصاره
هاي التهـابي و  استرس اكسيداتيو نقش مهمي در واكنش كه جا آن از

ت بالقوه محصولات طبيعي جلبك دريايي داراي قابلي ،سرطاني دارد
در  .جهت استفاده در داروهاي ضـدالتهابي و ضـد سـرطاني هسـتند    

آبـي و متـانولي جلبـك     هـاي  عصـاره گفـت كـه    توان مي بندي جمع
از خواص ضد سرطاني مشخصي برخوردار اسـت   گراسياريا آركواتا

و در صورت بررسي تركيبات شـيميايي زيسـت فعـال و مطالعـات     
 ـ توانـد  ميپيش كلينيكي و كلينيكي  يـك كانديـداي توليـد     عنـوان  هب

  .داروهاي ضد سرطان به كار رود
  

  تقدير و تشكر
نويسندگان از معاونت پژوهش و فناوري وزارت علوم به دليـل  

 82601/3پژوهشـي شـماره   حمايت از تحقيق حاضر در قالب طرح 
و دانشگاه دريانوردي و علوم دريـايي چابهـار بـه دليـل حمايـت از      

  .نمايند يمتحقيق تشكر و قدرداني 
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Introduction: The most common problems in the medical sciences is resistance of cancer cells to 
anticancer drugs. Thus, finding new anti-cancer agents with minimal side effects seem necessary. In 
this regard, different studies on different marine algae are reported. This study aimed to investigate 
the effects of the algae Gracilaria arcuata extract on the stimulation of apoptosis in colorectal 
cancer cell lines and the effects on cell DNA fragmentation. This study was conducted as an In vitro 
study. 
Materials and Methods: The anticancer effects of aqueous and organic extracts of algae were tested 
by the MTT Assay, Trypan blue staining, apoptosis by flow cytometry and DNA fragmentation 
assay methods. 
Results:  The results of this study imply that the anti-cancer properties tested by MTT and Trypan 
blue assay, showed that methanol extract of Gracilaria arcuata with 44.45 ± 0.91 µg/mL 
concentration had the maximum effect on cancer cell death and the minimum effect was seen in the 
hexane (70.22 ± 1.22 µg/mL) and ethyl acetate extracts (70.55 ± 2.67 µg/mL), respectively (p 
<0.05). Results of trypan blue test confirmed the results of the MTT test, but the survival rate were 
different. To determine the effect of the algae methanol extract, cell apoptosis was assayed by two 
methods of flow cytometry and DNA fragmentation. Algae extracts of Gracilaria arcuata have 
LC50 in the concentration of 1010.16 µg/mL and apoptosis of 7.5 percent, which showed little 
apoptotic effect.  
Conclusion: The results show that the algae Gracilaria arcuata extract had anticancer effects 
against colorectal cancer cell lines, but additional studies of the chemical structure of bioactive 
compounds are needed. 
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