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توسط ترکیب  9کاسپاز سازي فعالبررسی القاي آپوپتوز از طریق 

  HUVEC   در رده سلولی بینین سیلی
  

  2، محمودرضا آقامعالی*2، حسین غفوري1ژیلا نصیرزاده

  کارشناسی ارشد بیوشیمی، دانشگاه گیلان، رشت - 1
  شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه گیلان، رشت استادیار گروه زیست - 2

  
  4199613776 رشت، صندوق پستی* 

h.ghafoori@guilan.ac.ir 
  )3/6/94: پذیرش مقاله  12/2/94: دریافت مقاله(

  
توانایی مهار رشد مطالعات صورت گرفته،  با توجه به که است طبیعی فلاونوئید یک بینین سیلی -چکیده
از طریق القاي آپوپتوز در انواع سلول هاي سرطانی و همچنین سلول هاي اندوتلیالی را دارد، اما  سرطان

 که هاییمکانیسم از یکی بر مبنی شواهدي مطالعه این در .مکانیسم مولکولی آن به خوبی مشخص نشده است
شده  فراهم پردازد،می HUVEC جنینهاي اندوتلیال بند ناف سلول در آپوپتوز القاي به آن طریق از بینین سیلی
در مهار  بینین سیلیتوانایی  شدند و داده کشت خانه 96 هاي پلیت در HUVEC هايسلول بدین منظور،. است

 سنجش .مشخص گردید میکرومولارIC50، 143میزان  شد و سنجیده MTT تست روش با HUVECتکثیر سلول 
) ساعت 72و  48، 24( و وابسته به زمان )میکرومولار 100-300( بر اثر تیمار وابسته به غلظت 9کاسپاز فعالیت

که  ،انجام گرفت LEHD-PNA کروموژنیک سوبستراي از استفاده بینین با میکرومولار سیلی 100در غلظت 
سنجش  .ساعت تیمار مشاهده شد 48پس از  بینین سیلیمیکرومولار  100 در غلظت 9کاسپازبیشترین فعالیت 

 اسمیرگرفت و  انجام بینین سیلیبا  )میکرومولار 100-400( بر اثر تیمار وابسته به غلظت DNA شدن قطعه قطعه
. مشاهده شدبینین  سیلیمیکرومولار  400ي تیمار شده با غلظت ها استخراج شده از سلول DNAنمونه  در

 مرگ از طریق القاي HUVEC هايسلول در مهار تکثیر بینین سیلیتوانایی  مطالعه، این از آمده بدست اطلاعات
  .دهد مینشان  باشد را که نشانی از عملکرد ضد رگزایی این ترکیب می آپوپتوزي

  
  .آپوپتوز ،HUVEC، MTT ،بینین سیلی :کلیدواژگان

  

  مقدمه -1
داروهاي گیاهی به عنوان یک روش استفاده از امروزه 

 جلبجایگزین درمان سرطان، توجه زیادي را به خود 
هاي استخراج شده از گیاهان، فلاونوئید. ]1[ اند دهکر

، نیهاي آنتی اکسیدااثرات درمانی زیادي از جمله فعالیت
اثرات مهار رشد تومور و القاي آپوپتوز در سرطان را نشان 

لعات مختلفی به منظور یافتن همچنین مطا. ]2[ اند داده
هاي رگزایی روي انواع مختلف گیاهان صورت کنندهمهار
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از جمله ترکیبات گیاهی که اثرات ضدرگزایی . گرفته است
 اند، جنیستئین، شیکونین، نشان داده in vitroو  in vivoدر 

  .]3[ باشند میترکیبات شیمیایی گیاه سویا و غیره 
که محتواي اصلی کمپلکس سیلی  )1 شکل( بینین سیلی

استخراج  Silybum marianum، از گیاه ]4[مارین است 
هاي کبدي، و به دلیل اثراتش در درمان بیماري ]5[ شده

این . ]6[ توجهات زیادي را به خود جلب کرده است
هاي سلولی سرطانی از جمله  ترکیب در بسیاري از رده

ي سرطان پروستات، کولون، سینه و شش اثرات ها سلول
در درمان  بینین سیلیاثر . ]7[ است نشان دادهدرمانی 

سرطان به دلیل عملکرد ضد رادیکال آزاد و ضد رگزایی 
رگزایی فرایندي است که طی آن . ]8[ باشد میبودن آن 

هاي خونی جدید شکل گرفته و منجر به گسترش رگ
کارهاي مقابله با  ترین راهاز مهم. ]9[ گردد میتومور 

سرطان مهار رگزایی بوده که بسیار مورد توجه دانشمندان 
هاي اندوتلیالی از آنجا که سلول. قرار گرفته است

دستکاري نشده بوده و مقاومت دارویی کمتري را نشان 
به منظور مطالعه اثر ضد رگزایی یک ،]10[ دهند می

) HUVEC(ین ي اندوتلیال بند ناف جنها سلولترکیب، 
  .سلولی مناسبی باشند ي هتوانند رد می

تواند منجر به جلوگیري از  مییک مهارکننده رگزایی 
ي اندوتلیالی از طریق القاي ها تکثیر و مهاجرت سلول

آپوپتوز مرگ سلولی برنامه ریزي شده . ]11[ آپوپتوز شود
باشد که از دو مسیر خارجی و داخلی تشکیل شده  می

سازي کاسپازها، اتصال  این مسیرها با فعال.]12[ است
 Cهاي مرگ، رهایی سیتوکروم  لیگاندهاي مرگ به گیرنده

در کنار .]13[هاي مولکولی همراه است  و دیگر مکانیسم
تغییرات مولکولی، برخی تغییرات ظاهري از جمله جوانه 

هاي و هسته که نشانه DNAزدن غشا، قطعه قطعه شدن 
  .افتد ، اتفاق می]14[اند  آپوپتوز در سلول

نقش مهمی  (VEC)عروقی  اندوتلیال يها سلولآپوپتوز 
القاي  .]15[کند  در مهار رگزایی تومور بدخیم ایفا می

هاي سرطانی از  بینین در انواع سلول آپوپتوز توسط سیلی

 ]7[، سینه ]18[، کولون ]17[، شش ]16[جمله پروستات 
 . مطالعه شده است ]19[و پانکراس 

  

  
  بینین ساختار شیمیایی سیلی  1شکل 

  
، از طریق HUVECدر رده سلولی  بینین سیلی

ي ها ي مختلفی مانند افزایش میزان فاکتورها مکانیسم
، القاي p53و  Kip1/p21 ،Cip1/p21محرك رشد مانند 

  cآپوپتوز از طریق آسیب میتوکندریایی، رهایی سیتوکروم 
، کاهش میزان 7و  3کاسپاز  سازي فعالبه درون سیتوسل، 

و مهار  ]20[ ، مهار کننده کاسپازSurvivinپروتئین 
، کیناز درگیر در تکثیر و آپوپتوز سلول Akt سازي فعال

  .]22[ کند میبه عنوان یک ترکیب ضد رگزایی عمل  ]21[
 بینین سیلیهدف این مطالعه بررسی القاي آپوپتوز توسط 

در  DNAو قطعه قطعه شدن  9کاسپاز سازي فعالاز طریق 
  .باشد می  HUVECرده سلولی

  

  هامواد و روش -2
  مواد شیمیایی -2-1

 DMSO 01/0از شرکت سیگما خریداري و در  بینین سیلی
-LEHD، 9کاسپازسوبستراي کروموژنیک . درصد حل شد

pNA  و کیت سنجشDNA fragmentation از شرکت 

Abnova خریداري گردید.  
  
  کشت سلول -2-2

 DMEMدر محیط کشت HUVECي ها سلول

)Dalbecco's Modified Eagle Medium ( سرم % 10و
 /محلول استرپتومایسین% 10و ) FBS(جنین گاوي 
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و % CO2 5گراد و  درجه سانتی 37در دماي  بینین سیلی
  .انکوبه گردید% 95رطوبت 

  
تست : بینین سیلیسنجش سمیت سلولی ترکیب  -2-3

MTT  
خانه کشت داده شدند و با  96در پلیت  ها سلول
 24میکرومولار به مدت  600تا  20در غلظت  بینین سیلی

 5/0با غلظت  MTTمحلول . ساعت تیمار گردیدند
ها به ها اضافه شد و سلولگرم در میلی لیتر به سلول میلی

 100سپس . داري شدند ساعت در انکوباتور نگه 4مدت 

هاي فورمازان براي حل کردن کریستالDMSO میکرولیتر 
 اضافه گردید و جذب نوري آنها توسط الایزا ریدر

)BioTek نانومترخوانده شد 490درطول موج  )آمریکا.  
  
  9کاسپازگیري فعالیت آنزیمی  اندازه -2-4

ها در فلاسک ، سلول9به منظور سنجش فعالیت کاسپاز
، کشت داده شدند و با غلظت cm2 25کشت سلول 

ساعت  48میکرومولار به مدت  300تا  100 بینین سیلی
 100تحت تیمار با غلظت  ها همچنین سلول. تیمار شدند

ساعت  72و  48، 24هاي در زمان بینین سیلیمیکرومولار 
بافر  میکرولیتر 50پس از آن تریپسینه و در . قرار گرفتند

غلظت . ساعت انکوبه شدندلیز کننده سلول به مدت یک 
گیري  ها توسط تست برادفورد اندازهپروتئینی سلول

 DTTحاوي ( 2Xمیکرولیتر بافر واکنش  50میزان . گردید
 5به هر نمونه اضافه و به دنبال آن ) مولار میلی 10

 با( LEHD-pNAمیلی مولار  4میکرولیتر سوبستراي 
 1ه مدت اضافه گردید و ب) میکرومولار 200غلظت نهایی 

. گراد انکوبه شد درجه سانتی 37ساعت در انکوباتور  2تا 
  .نانومتر قرائت شد 405ها در سپس جذب نمونه

  
 DNA سنجش قطعه قطعه شدن  -2-5

کشت داده شدند  cm2 25 ي سلولیها ها در فلاسکسلول
 48به مدت  بینین سیلیمیکرومولار  400-100و با غلظت 

استخراج شده از هر نمونه  DNA. ساعت انکوبه گردیدند
مورد ارزیابی قرار   DNA fragmentationتوسط کیت

  . مشاهده شد% 2/1گرفته و نتایج روي آگارز 
  
  نتایج -3
  بینین سیلیبررسی کشندگی ترکیب  -3-1

روي  بینین سیلیبه منظور بررسی اثر مهار رشدي 
خانه کشت  96ها در پلیت سلول HUVEC ي ها سلول

میکرومولار  600-20 ها با غلظتسلول تیمار. داده شدند
ساعت، مهار رشد سلولی وابسته  24به مدت  بینین سیلی

 IC50 ،143و عدد ) 1 نمودار(به غلظت را نشان داد 
  .میکرومولار تعیین گردید

  
  9کاسپازبر روي فعالیت  بینین سیلی تأثیر -3-2

نشان داده شده است، فعالیت  2طور که در نمودار  همان
 بینین سیلیتیمار شده با  HUVECي ها در سلول 9کاسپاز

. ساعت افزایش یافت 48میکرومولار، طی  100با غلظت 
ساعت  48طی  9کاسپازهم چنین بیشترین میزان فعالیت 

دیده شد  بینین سیلیمیکرو مولار  100تیمار با غلظت 
  ).3 نمودار(
 DNAقطعه قطعه شدن  -3-3

قطعه   بینین هیچ از سیلی میکرومولار 200و  100تیمار 
استخراج شده  DNA. نشان نداد DNAقطعه شدنی را در 

 400 تیمار شده با غلظت HUVEC هاي  از سلول
بینین به شکل اسمیر در ژل آگارز ظاهر  میکرومولار سیلی

  ).2شکل (گردید 
  
  بحث -4

زمینه سرطان به هاي جایگزین و مکمل در امروزه درمان
هاي از جمله راه. اند میزان زیادي مورد توجه قرارگرفته

هاي غذایی مخصوص، استفاده از رژیم ،درمانی جایگزین
. باشند هاي گیاهی میهاي سنتی و درماندرمان
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(%)  

  )میکرومولار( بینین سیلی غلظت
ساعت تیمار  24میکرومولار به مدت  600تا  20بینین  ها با سیلی سلول. دهد را کاهش می HUVECبینین میزان زنده ماندن  سیلی  1نمودار 
هاي مختلف  هاي تیمار شده با غلظت ها در نمونه تفاوت معناداري در میزان زنده ماندن سلول Tukey's post hocتست آماري . شدند

  .دهد نشان می (p < 0.05)بینین  ها در اثر افزایش غلظت سیلی زان زنده ماندن سلولاین نمودار کاهش قابل توجهی در می. بینین نشان داد سیلی
  

  

سپاز
ت کا

عالی
ف

9  

  )میکرومولار( بینین سیلیغلظت 
 48بینین به مدت  میکرومولار سیلی 300و  200، 100ها با غلظت  سلول. HUVECدر  9بینین بر روي فعالیت کاسپاز تأثیر سیلی  2نمودار 

 Tukey's post hocتست آماري . بینین افزایش داشت تیمار شده با سیلی HUVECهاي  در سلول 9فعالیت کاسپاز. ساعت تیمار شدند
این نمودار تغییر قابل توجهی در میزان فعالیت  .نشان داد بینین سیلیهاي مختلف  در غلظت 9تفاوت معناداري در میزان فعالیت کاسپاز

  .دهد بینین نشان می در اثر تغییر غلظت سیلی (p < 0.05) 9کاسپاز
  

  

سپاز
ت کا

عالی
ف

9  

 (hr)زمان 
 100بینین با غلظت  ساعت تحت تیمار سیلی 72و  48، 24ها به مدت  سلول. HUVECدر  9بینین بر روي فعالیت کاسپاز تأثیر سیلی  3نمودار 

 بینین هاي مختلف تیمار با سیلی در زمان 9تفاوت معناداري در میزان فعالیت کاسپاز Tukey's post hocتست آماري . میکرومولار قرار گرفتند
  .دهد بینین نشان می در اثر تغییر مدت زمان تیمار با سیلی (p < 0.05) 9این نمودار تغییر قابل توجهی در میزان فعالیت کاسپاز. نشان داد
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مارکر، ستون  DNA: 1ستون . الکتروفورز انجام گرفت% 2/1استخراج گردید و بر روي ژل آگارز  HUVECکروموزومی  DNA  2شکل 

2 :DNA به ترتیب : 5و  4، 3هاي  هاي تیمار نشده، ستون استخراج شده از سلولDNA هاي تیمار شده با غلظت  استخراج شده از سلول
  میکرومولار 400و  200، 100

  
گیرد که از  هاي گیاهی توسط گیاهانی انجام میدرمان

مناطق مختلف مثل آسیا، اروپا، آفریقا و آمریکاي شمالی 
   .]1[اند  براي مصارف درمانی مورد توجه قرار گرفته

بومی مناطق معتدل اروپا  گیاه، Silybum marianumگیاه 
اثرات درمانی . ]23[ و آفریقاي شمالی و خاورمیانه است

این گیاه به واسطه یکی از چندین فلاوولیگنان استخراج 
باشد که به دو ایزوفرم  می بینین سیلیبه نام  شده از آن

دانه این گیاه طی بیشتر . جود داردو B و Aدیاسترومري 
سال براي درمان اختلالات کبدي مثل سیروز  2000از 

اثربخشی . ]8[ شود میکبدي، یرقان و هپاتیت استفاده 
در درمان سرطان از طریق سرکوب رشد  بینین سیلی

چرخه  G1/Sتومور، به دام انداختن سلول در مرحله 
هاي آنتیسلولی و همچنین سرکوب محصولات ژن

د مطالعه قرار گرفته مور Bcl-xlو  Bcl-2آپوپتوتیک مثل 
ریزي شده یا  غیر فعال شدن مرگ سلولی برنامه] 24[ است

. باشد میآپوپتوز، دلیل اصلی رشد و پیشرفت سرطان 
فرایند رگزایی شواهد زیادي مبنی بر اهمیت اندوتلیوم در 

در تکثیر تومورهاي حاوي مایع که به شکل کیستیک 
بر رشد اندوتلیوم تکثیر تومور مبتنی . وجود داردباشند،  می

بوده و حجم نهایی سلول اندوتلیالی نتیجه تعادل ظریفی 
هاي آپوپتوزي و تکثیري در اطراف تومور بین سیگنال

  .]11[ است
عملکرد کاسپازها براي انجام فرایند آپوپتوز ضروري 

دوازده نوع کاسپاز در انسان شناخته شده اند که به . است
سپازهاي اجرایی تقسیم دو دسته کاسپازهاي آغازگر و کا

از جمله کاسپازهاي  9و  3کاسپازهاي  .]25[ شوند می
آغازگر هستند که با ایجاد برش در فرم زیموژن 

  .]26[ کنند میکاسپازهاي اجرایی، آنها را فعال 
و هم 9کاسپازبر فعالیت  بینین سیلیدر مطالعه حاضر اثر 

بدین منظور . بررسی شد DNAچنین قطعه قطعه شدن 
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در  HUVECي ها ابتدا میزان اثر مهاري بر رشد سلول
نتایج، روند . بررسی شد بینین سیلیتیمار وابسته به غلظت 

 افزایشی مهار رشد این رده سلولی را در اثر تیمار با
 IC50 ،143میکرومولار، با میزان  600تا  20ي ها غلظت

، 100هاي ها با غلظتتیمار سلول. میکرومولار نشان داد
افزایش معناداري در  بینین سیلیمیکرومولار  300و  200

میکرو مولار نسبت به  100در غلظت  9کاسپازفعالیت 
 72و  48 ،24(تیمار وابسته به زمان . نمونه کنترل نشان داد

 بینین سیلیمیکرومولار  100ها در غلظت سلول) ساعت
عت سا 48پس از  9کاسپازافزایش معناداري در فعالیت 

-100(  بینین سیلیتیمار وابسته به غلظت . تیمار نشان داد
 400در غلظت  DNAقطعه قطعه شدن ) میکرومولار 400

 بینین سیلی. را به دنبال داشت بینین سیلیمیکرومولار 
کند و موجب  میالقا  HUVECهاي آپوپتوز را در سلول
  . ]22[گردد  میها مهار تکثیر این سلول

Singh  نشان دادند که تیمار  2005و همکاران در سال
HUVEC  منجر به اختلال در پتانسیل غشاي  بینین سیلیبا

و  7و  3ها، فعال شدن کاسپاز هاي سلولمیتوکندري
 Cرهایی سیتوکروم . گرددمی Bax افزایش میزان پروتئین 

یکی از اتفاقات اصلی فرایند آپوپتوز در مسیر 
رها شده به  Cسیتوکروم . ]27[ باشد میمیتوکندریایی 

کمپلکس  Apaf-1و  9کاسپازدرون سیتوزول، به همراه 
نتایج به دست . ]28[ دهد میپروتئینی آپوپتوزوم را تشکیل 

و همکاران   Singhآمده از این مطالعه مطابق با مطالعه
در اثر تیمار با  9کاسپازاز آنجا که فعالیت . باشد می

 Cرسد که سیتوکروم  مییابد، به نظر  میافزایش  بینین سیلی
تشکیل  9کاسپازرها شده، کمپلکس آپوپتوزوم را با 

  .دهد می
هاي یکی از نشانه  DNAبا وجود اینکه قطعه قطعه شدن

نردبانی  قطعه قطعه شده به شکل DNAآپوپتوز است و 
 DNA، در برخی مطالعات ]29[شود  میدر ژل آگارز دیده 

قطعه قطعه شده به شکل اسمیر نیز در ژل آگارز مشاهده 

 ها از آنجا که ورود به مسیر آپوپتوز در بین سلول. شودمی
هایی که متحمل فرایند مرگ زمان است، سلولغیر هم

توانند در مراحل  میهر کدام  ،سلولی آپوپتوتیک هستند
مختلف فرایند آپوپتوز از مورفولوژي نرمال تا مراحل 

در بیشتر مطالعات، . ی لیز سلولی قرار داشته باشندنهای
DNA هاي سلولی و انواع استخراج شده از انواع رده
هاي القاگر آپوپتوز، مخلوطی از حالت اسمیر و معرف

با استناد به . ]30[ دهدرا نشان می DNAنردبانی قطعات 
توان اسمیر ایجاد شده در ژل آگارز را  میاین مطالعه، 

  .دانست قطعه قطعه شده DNAاي از  نشانه
در سلول  3و همکاران نشان داد که کاسپاز  Singhمطالعه 

HUVEC  جا یابد، از آن می، افزایش بینین سیلیتیمار شده با
 DNA قطعه قطعه شدن  براي 3که فعال شدن کاسپاز 

مشاهده شده   DNA، قطعه قطعه شدن]31[ضروري است 
مرتبط  3فعال بودن کاسپاز تواند با در این مطالعه، می

  .باشد
 و Singh یید خوبی بر مطالعهأها تبه طور کلی این یافته

 بینین سیلیکه حاکی از اثر ضد رگزایی  ،باشد میهمکاران 
 HUVECاز طریق القاي مسیر میتوکندریایی آپوپتوز در 

تر مکانیسم  مطالعات بیشتري به منظور درك عمیق .بود
در سطح بیان ژن کاسپازها  بینین سیلیالقاي آپوپتوز توسط 

ها و مواد درگیر در القاي آپوپتوز در این و سایر مولکول
  .رده سلولی مورد نیاز است
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