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757- 768، 1396آبان، 16دوره 

سواحل چابهار بر acerosaGelidiellaهاي آلی جلبک دریایی هاثر سیتوتوکسیک عصار
)HT-29() و کولورکتالMCF-7(هاي سلولی سرطان سینهرده

4هیلی، فریبرز س3علی طاهري، 2، مصطفی غفاري1زینب باوي

29/7/96پذیرش مقاله:26/7/96دریافت اصلاحیه از نویسنده:17/7/96ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:18/2/96دریافت مقاله:

چکیده
ي هاباشند که فعالیتمیي ثانویه هاي دریایی یکی از منابع طبیعی با طیف گسترده از متابولیتهاجلبکزمینه و هدف:

سیتوتوکسیکفعالیتبررسیهدفباحاضرپژوهشسرطانی دارند. ضدتومور و ضداز جمله فعالیت متفاوتبیولوژیکی
و کولورکتال در شرایط برون سلولی پستانسرطان سلولی ردهعلیه دوGelidiella acerosaدریایی ي آلی جلبکهاعصاره

انجام گردید.
در محیط )HT-29و کولورکتال ()MCF-7(پستانسرطانی بود. رده سلولیاین مطالعه از نوع آزمایشگاه:هامواد و روش

، 125شاملي مختلف جلبک (هاتوکسیسیتی غلظتیتورصد سرم جنین گاوي کشت شد. اثر سد10همراه RPMIکشت 
شد. قطعه متیل تترازولیوم بروماید) و تریپان بلو سنجش(ديMTTروشبالیتر)میلیمیکروگرم بر 1000و 500، 250

با RNAaseي جلبکی، تریپسینه شدن و رسوب در حضور هاپس از کشت و تیمار شدن با عصارههاسلولDNAقطعه شدن 
Tukeyتعقیبی آزمونواز آنالیز واریانس یک طرفه ها. به منظور تجزیه و تحلیل دادهبررسی شد%2استفاده از ژل آگاروز 

.شداستفاده
1000غلظت .داشتمعکوسرابطههاعصارهغلظتباسرطانی در هر دو روشيهاسلولانیمزندهدرصد:هایافته

ي کمتر عصاره نشان هالیتر عصاره متانولی جلبک بیشترین اثر سمیت سلولی را نسبت به کنترل و غلظتمیلیمیکروگرم در 
رطانی کولورکتال و سینه به ترتیب ي سهادرصد) عصاره متانولی سلول50(غلظت کشنده LC50. میزان )p>05/0(داد 

لیتر بود. هم چنین، غلظت بالاي عصاره متانولی جلبک به میلیمیکروگرم بر 36/845±05/41و 48/724±52/25برابر با 
ي سرطانی و القاء آپوپتوز شد هاسلولDNAشکل وابسته به دوز در مقایسه با نمونه کنترل قادر به قطعه قطعه کردن 

)05/0<p(.
تواند مبنایی براي انجام مطالعات بعدي به منظور میدر این مطالعه اثر سیتوتوکسیک جلبک کارآمد بود و گیري:یجهنت

توان از عصاره میکلینیکی و کلینیکی ، پیشتنیدرونپس از انجام مطالعات چنین همسرطان باشد. ضدشناسایی ترکیبات 
ود.مناین جلبک در صنایع غذایی و دارویی استفاده 

، جلبک دریایی، آپوپتوز، سرطان سینه، سرطان کولورکتالMTTسمیت سلولی، روش ي کلیدي:هاواژه

چابهار، ایراندانشکده علوم دریایی، دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی چابهار،کارشناس ارشد فرآوري محصولات شیلاتی،1-
، دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی چابهار، چابهار، ایراني آبزیان، دانشکده علوم دریاییهادانشیار بهداشت و بیماري-2
فرآوري محصولات شیلاتی، دانشکده علوم دریایی، دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی-(نویسنده مسئول) دانشیار گروه آموزشی مهندسی شیلات-3

چابهار، چابهار، ایران
taherienator@gmail.comرونیکی: ، پست الکت05435323577، دورنگار: 05431272095تلفن: 

کارشناس ارشد ژنتیک، دانشکده علوم دریایی، دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی چابهار، چابهار، ایران-4
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مقدمه
میلیون مورد سرطان در 9/14حدود 2013در سال 

سرطان سینه با ،جهان گزارش شده است و از این میزان
ایجاد در زنانمیلیون مورد بیشترین مرگ و میر را8/1

سومین سرطان شایع کولورکتالسرطان].1[کرده است
میلیون 4/1در مردان و دومین در زنان است که حدود 

. ]2[در جهان به خود اختصاص داده استمرگ را
دردرمانیمیشیبهمقاومتاز سویی، امروزه افزایش

چندین .]3[شودمیمختلف دیده يهاسرطاندرمان
که ترکیبات ان داده است تنی نشمطالعه درون و برون

دست آمده از گیاهان مانند فلاوونوئیدها و طبیعی ب
ي سرطانی سمیت سلولی دارند اما هابراي سلولهافلاون

توانند چنین میهمي طبیعی سمیت ندارند. هابراي سلول
پرولیفراسیون سلولی را مهار کنند و باعث القاء آپوپتوز 

.]3[شوند 
جدیدباشند منابعیمیي دریایی که از گیاهان هاجلبک

ازتعداديوهستندسرطانضدترکیبات تحقیقاتدر
عواملعنوانبهبالینیآزمایشاتدرهاآنترکیبات

از جمله .]4- 5[دانگرفتهقراربررسیتومور موردضد
دهایکارتنوئن،یفلورتان،دهایساکاریپلهاآنفعالباتیترک

دهایپیسولفولودهایپپت،یمعدنموادن،یفوکوزانتمثل
ودوزبهبستهمختلفيهاجلبکعصاره. ]6[باشندمی

رودهومعدهسرطانيهاسلولرشدمهارباعثغلظت
].6[ده استشنهیسيتومورهاوبزرگ

ي خود هادانهاساس رنگبر،ي دریاییهادرشت جلبک
سبزوقرمز، ايي قهوههاجلبکصلیبه سه گروه ا

موادکهدندهمینشانشواهد.]7[شوندمیبندي تقسیم

ازراسرطانضداثراتهاجلبکازحاصلفعالزیست
رشدمهاراز جملهعملکردي چندگانه،يهامکانیسمطریق

درسلولیمرگو القاءمتاستازوتهاجمسلول سرطانی،
موجوديهاجلبک.]2[کنند میایجادسرطانیيهاسلول

زیستیيهاظرفیتازکییکشورجنوبدریاییمنابعدر
هستند که کمتر مورد بررسی و مطالعه کشورارزشمند
.]8[اندسرطانی قرار گرفتهضدخواص 

ي ها، جزء جلبکGelidiella acerosaجلبک دریایی 
در ایران پراکنش این جلبک کم و بیش در . استقرمز 

گواتر، رمین، (ي هرمزگان و سیستان و بلوچستان هااستان

باشدمیدر فصول پاییز، زمستان و بهار )و تنگچابهار 

جلبک عصاره مطالعه روي اثر سیتوتوکسیک .]9[
Gelidiella acerosaتا کنون در ایران گزارش نشده است .

يفناورستیزحوزهدرکارتیاهمبهتوجهبالذا
یابی به دستیی و ضرورت مطالعه جهت ایدريهافرآورده

، در این مطالعه به بررسی اثر داروهایی با منشاء طبیعی
Gelidiella acerosaجلبک دریایی عصاره سیتوتوکسیک 

سرطانی کولورکتال و سینه ي هاسواحل چابهار بر سلول
.پرداخته شده است

هامواد و روش
این مطالعه آزمایشگاهی در آزمایشگاه زیست فناوري 

1394دانشگاه دریانوردي و علوم دریایی چابهار در سال 
.acerosaGجلبک کیلوگرم 20انجام شده است. میزان 

از سواحل چابهار )AUDBTGA20100101کد شناسایی (
شوي اولیه با آب وسازي و شستوري و پس از پاكآجمع

دریا، براي از بین بردن رسوبات اضافی به آزمایشگاه 
با آب شیرین ل و مجدداًنتقمدانشگاه علوم دریایی چابهار 
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بر اساس کلید شناسایی معتبر و هانمونهد. شو شوشست
شناسی دانشگاه مورد تأیید قرار توسط متخصص گیاه

پودر خشک و ،به روش هوا خشکهانمونه. ]10[ندگرفت
یري با استفاده از چهار حلال متانول، گعصاره. ندشد

کلروفرم، اتیل استات و هگزان انجام شد. جهت تهیه هر 
100گرم از پودر آماده شده با 25مقدار هایک از عصاره

ساعت در شیکر 24لیتر از حلال مخلوط و به مدت میلی

)FG-KMC65, Tatco lab, Iran,( .قرار داده شد

بعد از عبور از از هر حلال به صورت مجزا حاصل عصاره

25و فیلتر شدن در دماي )، آلمان42واتمن(کاغذ صافی 

به )یاسکوداران، ایرانکیم(در زیر هودگراد، سانتیدرجه 

پس خشک شدهپرانی شد. عصاره خالصطور کامل حلال
ي سنجشی در هاوري و توزین، تا انجام تستآجمعاز 

. ]11[گراد نگهداري شددرجه سانتی- 20دماي
میکروگرم بر 1000و 500، 250، 125ي نهایی هاغلظت
.گردیدلیتر با حلال مورد نظر تهیه میلی

و کولورکتال )MCF-7(ی سرطانی سینه ي سلولهارده

)HT-29(سازي رازي از مرکز تحقیقات واکسن و سرم

براي رشد در محیط کشتهاشعبه شیراز تهیه شد. سلول
RPMI 1640گاوي نگهداري جنینسرم%10باهمراه

100و سیلینپنیلیتر میلیواحد بر 100.ندشد
محیط کشتبهاسترپتومایسینلیترمیلیمیکروگرم بر

درجه37درسلولی سرطانی مورد نظريهاردهشد.اضافه
در %80کربن و میزان رطوبت اکسیددي%5باگرادسانتی

شدنددادهکشت)فرآیند پردیس سینا، ایران(انکوباتور 

]12[.

لیتر از میلی1/0جهت تعیین فعالیت حیاتی سلول، 

15/0در )جرمی/ حجمی(درصد 1/0(محلول تریپان بلو 

چاهکی مخلوط 96در یک چاهک از پلیت ) PBSمول در 

شد. بلافاصله با کمک یک هموسایتومتر (لام نئوبار) تعداد 

ي رنگ نشده هاو سلول)مرده(ي رنگ گرفته هاسلول

شد. سپس به کمک فرمول زیر تعیین)ي زندههاسلول(

:]13[درصد فعالیت حیاتی مورد محاسبه قرار گرفت
=)ي زندههاي شمارش شده/ تعداد سلولهاداد سلولتع(×100

مانیدرصد زنده
هاي در پلیت،هاسلولمانی، جهت تعیین درصد زنده

سلول در لیتر میلیمیکروگرم بر 100خانه به میزان96
5همراه با گرادسانتیدرجه 37هر چاهک و در دماي 

ساعت کشت داده شد. سپس 24مدت ه ب2COدرصد
هر چهار عصاره جلبکی هاي مختلف از با غلظتهاسلول

)لیترمیلیمیکروگرم بر 1000و 500، 250، 125شامل(
(تیمار بدون عصاره جلبکی به همراه سلول و کنترل 
ساعت تیمار شدند. پس از این مدت 24مدت ه بسرطانی) 

گرم بر میلیMTT)5میکرولیتر محلول 20به هر چاهک 

ساعت 4ها به مدت ید. سپس پلیتاضافه گرد)لیترمیلی

انکوبه 2COدرصد5گراد وسانتیدرجه 37در دماي 
وها از انکوباتور خارج پلیت،ساعت4. بعد از گذشت ندشد

دقیقه و در دور 3مدت ه بگرادسانتیدرجه 4در دماي 

,K241R(دار فیوژ یخچالیبا سانتر3000 Centurion

Scientific Limited, England(پس از ندشدفیوژیسانتر .

میکرولیتر 100محتویات رویی، به هر چاهک دور ریختن
اضافه شد تا فورمازان متیل سولفوکسایددياز محلول 
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دقیقه روي دستگاه 20ها به مدت حاصل حل گردد. پلیت
در و سپس جذب نوري فورمازانندشیکر قرار داده شد

لایزا ریدر استفاده از دستگاه ابانانومتر 570- 630

)Awareness, Stat Fax 3200, USA(خوانده شد

]14[.
براي هر آزمایش سه چاهک در نظر گرفته شد و کلیه 

نیز دو بار تکرار گردید. براي محاسبه درصد هاآزمایش
:]14[از فرمول زیر استفاده گردید هامرگ سلول

=) (میانگین جذب کنترل/ میانگین جذب تست×100
میردرصد مرگ و 

ي ها، سلولDNAبراي بررسی قطعه قطعه شدن 
50سرطانی سینه و کولورکتال، با توجه به غلظت کشنده 

از محاسبه شده، در سه غلظت)LC50(درصد سلولی 

ساعت با 48و بعد از ندعصاره متانولی جلبک تیمار شد
. ندشستشو و سپس تریپسینه گردیدPBSمحلول 

دور در دقیقه 400با سرعت سوسپانسیون سلولی 
میکرولیتر بافر 600سانتریفوژ شد و به رسوب حاصل 

pH( ،400=5/7(با Tris–HClمول میلی10حاوي (

، سدیم دودسیل EDTAمولمیلی100وNaClمول میلی

اضافه RNAaseمیکرولیتر محلول 10و )%6/0سولفات 

دقیقه در 5گردید. در مرحله بعد محلول حاصل به مدت 
200ون شد و سپس یگراد انکوباسسانتیدرجه 37دماي 

مولار به عنوان 6میکرولیتر محلول نمک طعام 
دست آمده به هنده پروتئین اضافه شد. محلول بدرسوب
با سرعت دقیقه بر روي یخ انکوباسیون و سپس 5مدت 

دقیقه 10در دماي اتاق به مدت دور در دقیقه 18000
600وري و به آن آجمعسانتریفوژ شد. محلول رویی 

دقیقه بر روي 15میکرولیتر ایزوپروپانول اضافه و به مدت 
دور 18000با سرعتیخ مجدداً انکوباسیون شد. سپس

وژ شد. رسوب حاصل دقیقه سانتریف20در دقیقه به مدت 
شستشو و در دماي اتاق %70میکرولیتر اتانول 600با 

10میکرولیتر بافر (200خشک شد و در ادامه در 
1و =8pHباTris-EDTAو Tris–HClمول میلی
با استفاده از ژل DNAحل گردید. EDTAمول میلی

به مدت یک ساعت الکتروفورز100در ولتاژ %2آگاروز 
.]15[شد(زیست فرآیند ارشیا، ایران) 

Graphpad Prismافزارنرمازتحلیل آماري وبراي تجزیه

ه کمی بودن متغیرها از با توجه ب.شداستفاده5نسخه 
جهت بررسی نرمال بودن اسمیرنوف- کولموگروفآزمون 

. همگنی )p<05/0(استفاده شد هاتوزیع فراوانی داده

.  )p<05/0(انجام گرفتLeveneبا آزمون هاواریانس

در(میانگین ±معیارانحرافصورتبهآزمایشگاهینتایج

درطرفهکینسایوارزیآنالاز. گزارش گردید)تکرارسه

جهت Tukeyتعقیبیآزمونو 05/0ي اردمعنیسطح
ي هاي مختلف و غلظتهابررسی اختلاف بین اثر حلال

ي سرطانی استفادههامانی سلولمختلف عصاره بر زنده
. شد

نتایج 
ي سرطانی ها، درصد زنده مانی سلول2و 1نمودارهاي 

لف ي مختهاکولورکتال و سینه در مواجهه با غلظت
دهند. میرا نشان کنترل و G. acerosaي جلبکی هاعصاره

ي سرطانی با هامانی سلولبراساس نتایج، درصد زنده
رابطه معکوس دارد و با افزایش غلظت هاغلظت عصاره

یابد.میمانی کاهش درصد زندههاعصاره
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1000، غلظت ها، در بین عصاره1بر طبق نمودار 
G. acerosaصاره متانولی جلبک لیتر عمیلیمیکروگرم بر 

بیشترین اثر کشندگی )12/51±11/1(با کمترین درصد 

ي کلروفرمی و هاي سرطانی داشت. عصارههارا روي سلول
درصد و 33/60±66/2اتیل استاتی به ترتیب با 

ثیر را داشتند. أدرصد، حداقل ت99/1±22/60

رکتال در ي سرطانی کولوهامانی سلولدرصد زنده-1نمودار
.Gي مختلف عصاره جلبکهامواجهه با غلظت acerosa تعیین

,aحروف شده با تست تریپان بلو. ( b, c, d ار بین دمعنیاختلاف
,lي هر عصاره و حروف هاغلظت m, n, o ار بین  دمعنیاختلاف

دهد. وجود حداقل یکمیدر هر غلظت را نشان هانوع حلال
ار در سطح دمعنیعدم اختلاف حرف هم نام نشان دهنده 

طرفه و آزمون باشد). آنالیز واریانس یکمی05/0اري دمعنی
تعقیبی  توکی.

ي سرطانی هامانی سلولنیز درصد زنده2در نمودار 
لیتر میلیمیکروگرم بر 1000سینه در مواجهه با غلظت 

، 37/45±48/2عصاره متانولی با کمترین درصد زنده مانی 
ي سرطانی داشت. هاکشندگی را بر سلولبیشترین اثر

مانی نیز مربوط به عصاره هگزانی بیشترین درصد زنده

ي هامانی نمونهبود. درصد زنده)درصد33/1±91/88(

ي متانولی و هگزانی به ترتیب برابر هاکنترل عصاره
درصد بود.21/95±5/1درصد و 45/1±66/94

رطانی سینه در مواجهه ي سهامانی سلولدرصد زنده-2نمودار
شده با تعیینG. acerosaي مختلف عصاره جلبک هابا غلظت

,aحروف تست تریپان بلو. ( b, c, d ار بین دمعنیاختلاف
,lي هر عصاره و حروف هاغلظت m, n, o ار بین دمعنیاختلاف

دهد. وجود حداقل یکمیدر هر غلظت را نشان هانوع حلال
ار در سطح دمعنیهنده عدم اختلاف دحرف هم نام نشان

طرفه و آزمون باشد). آنالیز واریانس یکمی05/0اري دمعنی
تعقیبی  توکی.

ي سرطانی هامانی سلولنتایج درصد زنده2و 1جداول 
ي مختلف هاکولورکتال و سینه را در مواجهه با غلظت

و نمونه کنترل با استفاده G. acerosaي جلبک هاعصاره
با ،هادر تمامی عصارهدهند. مینشان MTTاز روش

ي هامانی سلولش غلظت عصاره در فاز محلول، زندهکاه
، عصاره متانولی 1سرطانی افزایش یافت. بر اساس جدول 

ي هابیشترین اثر را بر مرگ سلول)درصد11/2±34/34(

41/49±15/2(سرطانی کولورکتال داشت و کلروفرم 

میکروگرم 1000میزان غلظت در مقام بعدي بود.)درصد

لیتر عصاره متانولی بیشترین اثر را نسبت به میلیدر 
ي کمتر عصاره نشان دادند. کمترین اثر هاکنترل و غلظت
ي اتیل استاتی و هگزانی بود. هامربوط به عصاره

هاي متانولی و کلروفرمی به ، عصاره2بر اساس جدول 
درصد 33/47±33/1درصد و 33/44±22/1ترتیب با 

هاي سرطانی داشت و این دو بیشترین اثر را بر مرگ سلول
داري نشان ندادند. عصاره در غلظت مؤثر اختلاف معنی
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لیتر عصاره متانولی میکروگرم در میلی1000میزان غلظت 
هاي کمتر عصاره بیشترین اثر را نسبت به کنترل و غلظت

نشان دادند.

MTTدر روش G. acerosaي جلبک هاي متفاوت عصارههاي سرطانی کولورکتال در مواجهه با غلظتهاسلولدرصد زنده مانی- 1جدول

عصاره
غلظت

لیتر)(میکروگرم بر میلی
اتیل استاتیهگزانیکلروفرمیمتانولی

1000al11/2±34/34am15/2±41/49ao09/1±71/71an54/1±18/60
500bl22/1±21/60bl10/2±55/95bm45/2±77/80al90/1±67/67
250cl11/1±22/81cl22/1±32/77cl99/1±78/88bl11/2±61/78
125dl33/1±44/92dl9/1±89/90cl22/0±11/92cl69/1±22/89

d11/1±33/95d89/0±25/94c76/0±55/94c56/1±23/95کنترل
اريدمعنیاختلاف P>05/0ن تعقیبی توکی، آنالیز واریانس یک طرفه و آزمو

اختلاف l,m,n,oار در هر ستون و حروف دمعنیاختلاف a,b,c,dحروف . گزارش شده استمیانگین ±نتایج به شکل انحراف معیار
باشد.میار دمعنیدهنده عدم اختلاف دهد. وجود حداقل یک حرف هم نام نشانمیار در هر ردیف را نشان دمعنی

MTTدر روش G. acerosaي جلبکهاي متفاوت عصارههاي سرطانی سینه در مواجهه با غلظتهاسلولمانیدرصد زنده- 2جدول

عصاره
غلظت

لیتر)(میکروگرم بر میلی
اتیل استاتیهگزانیکلروفرمیمتانولی

1000al22/1±33/44al33/1±33/47an11/1±09/80am54/1±18/70
500bl67/1±33/58bl67/0±55/59an11/1±22/87abm81/1±78/77
250cl99/1±18/78cl07/1±22/74bm49/0±09/91bl12/1±22/81
125dl02/1±46/91dl12/2±89/90bl99/0±67/92cl78/1±71/90

d08/1±32/95d22/1±22/92b37/0±11/94c58/0±88/95کنترل
اريدمعنیاختلاف P>05/0طرفه و آزمون تعقیبی توکی، آنالیز واریانس یک

,aحروف . گزارش شده استمیانگین ±نتایج به شکل انحراف معیار b, c, d ار در هر ستون و حروف دمعنیاختلافl, m, n, o اختلاف
.باشدمیار دمعنیدهنده عدم اختلاف هم نام نشاندهد. وجود حداقل یک حرف میار در هر ردیف را نشان دمعنی

.Gي جلبکهاعصاره)LC50(درصد 50غلظت کشنده 

aserosaي سرطان کولون و سینه در هابراي سلول
آورده شده است. کمترین میزان هم 4و 3نمودارهاي 
ي سرطانی کولورکتال و هم سینه مربوط به هابراي سلول

می بود و مقادیر هر یک به ترتیب عصاره متانولی و کلروفر
میکروگرم بر 36/845±05/41، 48/724±52/25برابر با 

میکروگرم بر 73/815±16، 08/788±02/28لیتر و میلی
ي سرطانی هانتایج حاصل از تیمار سلوللیتر بود.میلی

ي مختلف عصاره متانولی هاکولورکتال و سینه با غلظت

آورده شده است. 2و 1ي هادر شکلG. aserosaجلبک 
LC50سه غلظت زیاد، متوسط و کم با توجه به میزان 

ي سرطانی هاتعیین شد که مقادیر مربوطه براي سلول
میکروگرم 524و 724، 924کولورکتال به ترتیب برابر با 

ي سرطانی سینه نیز به ترتیب هالیتر و براي سلولمیلیبر 
لیتر بود. لیمیمیکروگرم بر 588، 788، 998برابر با 

براساس تصاویر، عصاره متانولی جلبک و در هر دو رده 
سرطانی در مقایسه با نمونه کنترل قادر به قطعه قطعه 

ي سرطانی و القاء آپوپتوز شد. با هاسلولDNAکردن 
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توجه به تصاویر، غلظت زیاد عصاره نسبت به سایر 
در هر دو سلول، توانایی بیشتري را در قطعه هاغلظت

ي سرطانی داشت.هاسلولDNAطعه کردن ق

روي G. aserosaي جلبک هاعصارهLC50میزان -3نمودار
,aي سرطان کولورکتال، (حروف هاسلول b, c, d اختلاف
دهد. وجود حداقل یک حرف میرا نشان هاار بین حلالدمعنی

05/0اري دمعنیار در سطح دمعنیدهنده عدم اختلاف نام نشانهم
.طرفه و آزمون تعقیبی توکیآنالیز واریانس یکباشد)،می

بر روي G. aserosaي جلبک هاعصارهLC50میزان - 4نمودار
,aي سرطان سینه، (حروف هاسلول b, c, d ار بین دمعنیاختلاف
دهد. وجود حداقل یک حرف هم نام میرا نشان هاحلال
05/0اري دمعنیار در سطح دمعنیدهنده عدم اختلاف نشان

.طرفه و آزمون تعقیبی توکیآنالیز واریانس یکباشد)،می

54321 54321

سلول سرطانی DNAتصویر الکتروفورز قطعه قطعه شدن -2شکل
.G. aserosaکولورکتال در مواجهه با عصاره جلبک 

: 5: غلظت متوسط و 4: غلظت کم، 3، : کنترلladder ،(2: لدر (1
غلظت زیاد عصاره

سلول سرطانی DNAتصویر الکتروفورز قطعه قطعه شدن - 1شکل
.G. aserosaسینه در مواجهه با عصاره جلبک 

: 5: غلظت متوسط و 4: غلظت کم، 3: کنترل، ladder ،(2: لدر (1
غلظت زیاد عصاره

٩١٦

٥٠٠

٢٠٠

١٠٠

٣٥٠

٩١٦

٥٠٠

٢٠٠

١٠٠

٣٥٠
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بحث
در تعیین میزان اثر اهسنجش میزان تکثیر و بقاء سلول

رسد. میامري مهم به نظر هاسرطانی بر سلولضدداروهاي 
سنجی به خاطر سهولت در ي رنگهاامروزه از روش

بکارگیري و دقت کافی در حصول نتایج، بیشتر استفاده 
با تریپان هاشود. سنجش قابلیت حیات و رشد سلولمی

هاء سلولبلو، روشی آسان براي ارزیابی یکپارچگی غشا
ي غیر هاي زنده اجازه ورود رنگهاباشد. غشاء سلولمی

ي مرده هادهد، اما سلولمینرا الکترولیت به درون سلول 
]. 16[گیرندمیبه خوبی رنگ 

ي سرطانی هافعالیت حیاتی سلول،در مطالعه حاضر
ي مختلف عصاره هاکولورکتال و سینه مجاور شده با غلظت

کنترل بررسی گردید و درصد و G. acerosaجلبک 
ي کنترل هامانی نمونهمانی محاسبه شد. درصد زندهزنده
درصد بود. براساس نتایج، درصد زنده مانی 96تا 93بین 

ي سرطانی با غلظت عصاره رابطه معکوس دارد و هاسلول
ي سرطانی هامانی سلولزنده،با افزایش غلظت عصاره

1000مانی غلظت د زنده، درص1یابد. در نمودار میکاهش 
نسبت به سایر هالیتر همه عصارهمیلیمیکروگرم بر 

ار نشان داد. در دمعنیو نمونه کنترل اختلاف هاغلظت
لیتر فاقد میلیمیکروگرم بر 125ي هاغلظتهاهمه عصاره

ار با نمونه کنترل بود. براساس نتایج بیان دمعنیاختلاف 
مانی هر دو رده زندهشده، در روش تریپان بلو درصد 

>ي سرطانی از روند زیر پیروي کرد: متانولیهاسلول

هگزانی.>اتیل استاتی >کلروفرمی 
Suganthyي هامانی سلولدرصد زنده،و همکاران

Peripheral blood mononuclear(اي خونی تک هسته

cell(ي بنزنی و هارا با روش تریپان بلو تحت تأثیر عصاره

بررسی کردند. این G. acerosaنی جلبک دي کلرومتا
لیتر در مقایسه میلیمیکروگرم بر 500در غلظت هاعصاره

که اثر %2با کنترل مثبت هیدروژن پروکسید 
از خود نشان داده بود، اثر %100سیتوتوکسیکی برابر 

]. اگرچه روش 17[اي نداشتملاحظهسیتوتوکسیکی قابل
ما کاربرد آن چندان تریپان بلو یک روش آسان است ا

معمول نیست. لذا در مطالعات مختلف بیشتر از روش 
MTT16[شود استفاده می[ .

، روش دقیق دیگري است که با استفاده از MTTروش 
کند. میرا بررسی هانمک زرد رنگ تترازولیوم، بقاء سلول

ي زنده جذب و سبب هااین نمک به وسیله سلول
لول فورمازان توسط آنزیم ي بنفش رنگ نامحهاکریستال

در هاگردد. این کریستالمیتشکیلردوکتاز میتوکندري
شوند. این میخارج از سلول با افزودن یک شوینده حل 

گیري سنجی قابل سنجش و اندازهي طیفهارنگ با روش
مانی ]. با توجه به نتایج مربوط به درصد زنده16است [
در مواجهه با ي سرطانی کولورکتال و سینه هاسلول
و نمونه G. acerosaي جلبک هاي مختلف عصارههاغلظت

، با کاهش غلظت عصاره MTTکنترل با استفاده از روش 
ي سرطانی افزایش یافت. هامانی سلولدر فاز محلول، زنده

نیز مانند روش تریپان بلو، همان روند بر MTTدر روش 
انی به ي متانولی و هگزهاحاکم بود و عصارههاعصاره

ترتیب کمترین و بیشترین درصد زنده مانی را نشان دادند. 
MTTتوان گفت که دقت روش میلذا با توجه به نتایج، 

تر تر و سریعنسبت به تریپان بلو بیشتر و کاربرد آن راحت
باشد. می

Namvar ،و همکاران در مطالعه خود اثر آپوپتوزیس
روي عصاره سه MTTتکثیر و چرخه سلولی را با روش ضد

، S. ilicifoliumو G. corticata ،U. faciataگونه جلبک 
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-HepG2 ،Hela ،MDAعلیه پنج رده سرطانی مهم (

MB231 ،MCF7 وHT-29 بررسی کردند که عصاره (
فعالیت مهاري علیه رده بیشترینG. corticataمتانولی 
در مقام S. ilicifoliumنشان داد و راMCF-7سلولی 
]. 18[ودبعدي ب

کنترلکاملاًوریزيبرنامهسلولیمرگآپوپتوزیس
است. از خصوصیات بارز آپوپتوز قطعه قطعه شدن شده

DNA باشد. لذا به منظور نشان دادن تأثیر میو هسته
ي سرطانی هاعصاره جلبکی بر وقوع آپوپتوزیس در سلول

DNAدر مطالعه حاضر از آزمون قطعه قطعه شدن 

نتایج حاصل از این آزمون نشان داد که تیمار استفاده شد. 
ي سرطانی کولورکتال و سینه با عصاره متانولی در هاسلول
ساعت باعث 48ي زیاد، متوسط و کم به مدت هاغلظت

گردید. بر طبق DNAقطعه قطعه شدن و تغییر در الگوي 
ي تیمار شده با عصاره هاسلولDNA، 2و 1ي هاشکل

) روي ژل الکتروفورز دیده Smear(متانولی به صورت لکه
ي کنترل مشاهده نشد. هاشد که این حالت در سلول

گر توانایی بیان،باندهاي حاصل از عصاره متانولی جلبک
باشد. گزارش شده میDNAعصاره در قطعه قطعه کردن 

.Gي اتانولی و متانولی هاکه عصاره tenuistipitata در
Ca9-22ي سرطانی اهسلولDNAتخریب آپوپتوزیس و 

آپوپتوز را به وسیله عصاره چنین هم.باشندمیدرگیر
ي سرطانی هاعلیه سلولP. telfairiaeمتانولی جلبک 

.]19[کنندمی) القاء HT-29کولورکتال (
در بیشتر مطالعات وجود خواص مختلف را در ارتباط با 

دانند که هر میهاترکیبات زیست فعال موجود در جلبک
ي سیتوتوکسیک و آپوپتوتیک هاادر به بروز فعالیتیک ق

L. japonicaي هاباشند. به عنوان مثال گلیکوپروتئینمی

اثرات C. costataو E. cava ،S. horneryو فوکویدان 

سرطانی علیه سرطان کولورکتال را نشان دادند. ضد
ي سرطانی هافوکوزانتین و کارتنوئید مانع رشد سلول

گزارش شده که .]19[شودمی) LNCapپروستات (
ي هاموجب القاء آپوپتوز در بسیاري از سلولهافوکویدان

.]20[سرطانی کولورکتال شده است
توان چنین استنباط کرد که میدر این مطالعه نیز 

وجود ترکیبات زیست فعال در جلبک مورد مطالعه موجب 
به شده است. در مطالعه حاضر چنینهابروز این فعالیت

هارسد که حلال متانولی نسبت به سایر حلالمینظر 
توانایی بیشتري در استخراج این ترکیبات مؤثر دارد که 

تواند ناشی از ساختار شیمیایی و میزان قطبیت اجزاء می
و حلال باشد. در بین چهار حلال استفاده هاسازنده جلبک

یل شده، متانول بیشترین قطبیت را دارد و کلروفرم و ات
یی با میزان قطبیت متوسط و هگزان با هااستات حلال

لازم به ذکر است .]21[اندقطبیت ناچیز گزارش شده
استفاده از عصاره کل با چندین ترکیب شیمیایی مختلف، 

نماید. میسرطانی محدودیت ایجاد ضددر بررسی فعالیت 
گردد با توجه به نتایج تحقیق حاضر میلذا پیشنهاد 

ي مؤثر جهت شناسایی هایبات شیمیایی عصارهبررسی ترک
اکسیدانی انجام شود و ترکیبات زیست فعال آنتی

ي تحقیق حاضر بر روي یک پستاندار هدف مورد هاعصاره
ارزیابی قرار گیرد.

گیرينتیجه
مورد دهد که عصاره جلبکمینتایج حاصل نشان 

ند توامیشد و بامیبالایی اثر سیتوتوکسیکمطالعه داراي 
مبنایی براي انجام مطالعات بعدي به منظور بررسی بیشتر 

چنین هماثرات دارویی این جلبک در درمان سرطان باشد. 
ي بیشتر هاتوان براي پژوهشمیتحقیق حاضري هااز یافته
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جهت شناسایی، جداسازي و مشخص کردن ترکیبات 
تأیید اثرات استفاده کرد.فیتوشیمیایی جلبکخاص

ي جلبکی این تحقیق روي هاسرطانی عصارهدضدارویی و 
، پیش کلینیکی و تنیدرونپستانداران، نیاز به مطالعات 

کلینیکی دارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان از معاونت پژوهشی وزارت علوم تحقیقات و فناوري 
شمارهجهت حمایت مالی در قالب قسمتی از طرح پژوهشی

و علوم دریایی چابهار جهت و نیز دانشگاه دریانوردي 82601/3
نامه کارشناسی ارشد حمایت از این مطالعه در قالب پایان

نمایند.میدانشجویی تشکر و قدردانی 
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The Cytotoxic Effect of Chabahar Coast Marine Algae Gelidiella Acerosa Organic

Extracts on Breast (MCF-7) and Colorectal (HT-29) Cancer Cell Lines

Z. Bavi1, M. Ghaffari2, A. Taheri3, F. Soheili4
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Background and Objectives: Marine algae are one of the natural resources which produce a wide range of new

secondary metabolites with various biological activities such  as antitumor and anticancer properties. The present study

was conducted in order to evaluate the invitro cytotoxic effect of marine algae Gelidiella acerosa organic extracts

against breast (MCF-7) and colorectal (HT-29) cancer cell lines.

Materials and Methods: In this laboratory study, cell lines of breast (MCF-7) and colorectal (HT-29) were cultured in

RPMI medium with 10% fetal bovine serum (FBS). The cytotoxic effect of different concentrations (125, 250, 500

,and 1000 μg/ml) of algae extracts cultured cells were evaluated by MTT (3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide) and trypan blue assay. DNA fragmentation activity of the cells was evaluated by the 2%

agarose gel after cell culturing by the different concentration of the algae extracts, trypsination ,and precipitation by

RNAase. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.

Results: Survival of cancer cells in both methods was inversely correlated with the concentration and the percentage

of survival decreased with increasing concentration. Concentration of 1000 µg/ml of methanol extract showed the

greatest effect compared with the controls (p<0.05). The methanolic extract LC50 (Lethal Concentration 50) on

colorectal and breast cancer cells was 724.48±25.52 and 845.36±41.05 µg/ml, respectively. Also, methanolic extract of

algae was able to fragment the DNA of cancer cells and induce apoptosis dose dependent (p<0.05).

Conclusion: In this study, results showed seaweed extract can  be the basis for further studies in order to recognize the

chemical compounds of the extracts. Also, after invivo, preclinical, and clinical studies the extract can be used in food

and pharmaceutical industries.

Key words: Cytotoxicity, MTT assay, Marine algae, Apoptosis, Breast cancer, Colorectal cancer
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