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چکیده 

زمینه و هدف: سرطان پستان به ‌منزله‌‌ی یکی از شایع‌ترین انواع سرطان و دومین علت شایع مرگ ناشی از سرطان در زنان است. در 
مطالعه حاضر، اثر لیگوستیلید )ماده مؤثر کلوس( بر روی رده‌‌ی سلول‌های سرطان پستان MCF-7 در مقایسه با رده‌‌ی سلول‌های 

طبیعی فیبروبلاست انسانی HDF1BOM مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت.

لیگوستیلید مختلف  غلظت‌های  با  کشت،  از  پس   HDF1BOM و   MCF-7 رده‌‌ی  سلول‌های  بررسی:   روش 
)Z)-3-butylidene-4,5-dihydrophthalide (Z-Ligustilide( )0، 50، 100، 150 و 200 میلی‌گرم/ میلی‌لیتر( به مدت 48 
و 72 ساعت تیمار شدند. سپس توانایی زیستی با استفاده از دستگاه الایزا ریدر با روش رنگ‌‌سنجی MTT و میزان وقوع آپوپتوز 
با استفاده از دستگاه فلوسیتومتری و کیت انکسین-پروپیدیوم یدید )Annexin-PI( در دو زمان بررسی گردید. تحلیل آماری با 

استفاده از نرم‌‌افزارهای SPSS و FlowJo و آزمون‌‌های ANOVA و Huynh-Feldt انجام شد.

تیمار  توانایی زیستی در همه غلظت‌ها را نشان داد)در  MCF-7 کاهش درصد  برای رده سلولی   MTT نتایج آزمون  یافته‌‌ها: 
 %5/84 به   )50  mg/ml(  %61/95 از  ساعته؛   72 تیمار  در   ،)200  mg/ml(  %6/80 به   )50  mg/ml(  %70/60 از  ساعته؛   48 
)mg/ml 200((. همچنین نتایج آزمون Annexin نشان داد که میزان القای آپوپتوز وابسته به زمان و غلظت نبوده و در بیشتر 
%97/4 ساعته؛   72 تیمار  در  و   )50  mg/ml(  %98/3 ساعته؛   48 تیمار  در  آپوپتوز  درصد  بیشترین  است.  افزایش‌یافته   گروه‌ها 
)mg/ml 100( بود. نتایج آزمون MTT برای رده سلولی HDF1BOM کاهش درصد توانایی زیستی در هر دو زمان نسبت 
 به گروه کنترل را نشان داد)در تیمار 48 ساعته؛ از mg/ml( %97/24 50( به %5/97 )mg/ml 200 (، در تیمار 72 ساعته؛ از
ابتدایی  مرحله  در  که  سلول‌هایی   Annexin آزمون  نتایج  طبق  همچنین   .))200  mg/ml(  %5/26 به   )50  mg/ml(  %90/93
 %1/67 ساعته؛   72 تیمار  در   ،)150  mg/ml(  %4/21 ساعته؛   48 تیمار  می‌دهد)در  نشان  را  بیشتری  درصد  دارند  قرار   آپوپتوز 

)mg/ml 200((. لیگوستیلید سميتّ سلولي قابل‌توجهی را در سلول‌های HDF1BOM نشان نداد.

نتيجه‏گيري: با توجه به اینکه لیگوستیلید از طریق القای آپوپتوز اثر مهاری بر رشد، تکثیر و تهاجم سلول‌های سرطانی دارد؛ به نظر 
می‌رسد آن می‌‌تواند برای کاهش تکثیر سلولی در سرطان پستان استفاده شود.

واژه‌های کلیدی: لیگوستیلید، آپوپتوز، توان‌‌زیستی، انکسین، سرطان پستان، سلول‌‌های فیبروبلاستی
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در  آپوپتوز  و  آن روی سمیتّ سلولی  اثر  مطالعه‌‌ی حاضر  در  لیگوستیلید، 

طبیعی  و سلول‌های   )MCF-7( انسان  پستان  آدنوکارسینومای  سلولی  رده 

فیبروبلاست انسانی )HDF1BOM( ارزیابی گردید. 

روش بررسی

مرکز  در   1396 سال  در  که  است  تجربی  پژوهشی  مطالعه،  این 

تحقیقات سلولی-تکوینی مجتمع آزمایشگاهی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

پزشکی  علوم  دانشگاه  پزشکی  دانشکده  مرکزی  آزمایشگاه  و  شهرکرد 

واریانس  آنالیز  آزمون  از  استفاده  با  آماری  بررسی  شد.  انجام  اصفهان 

 SPSS از طریق نرم‌افزارهای Huynh-Feldt و آزمون ANOVA یک‌‌طرفه

نظر  در   %99 آزمایش‌ها  همه  برای  اطمینان  شد. حدود  انجام   FlowJo و 

گرفته شد و P>0/05 معنی‌دار محسوب گردید.

کشت رده‌‌ سلول‌‌های سرطانی و نرمال 	•
انجام  برای  موردنیاز   HDF1BOM و   MCF-7 سلولی  رده‌‌های 

در  و  گردید  تهیه  ایران  زیستی  و  ژنتیکی  ذخایر  ملی  مرکز  از  تحقیق  این 

 %10  Fetal Bovin Serum (FBS( حاوی   DMEM کشت  محیط 

،37°C( دار   CO2 انکوباتور  درون   %1  Penicillin-Streptomycin  و  

 CO2 5% و O2 95%( کشت داده شد. پس از چندین نوبت پاساژ و افزایش 

سلول‌ها از آن‌ها برای انجام آزمایش استفاده شد.

تهیه و آماده‌‌سازی ماده موثر لیگوستیلید 	•
شرکت  از  مایع  به‌‌حالت  و  آماده  به‌صورت  لیگوستیلید  موثر  ماده 

Sigma-Aldrich با شماره محصول)4431010( تهیه گردید. با استفاده از 

از  میلی‌گرم/میلی‌لیتر   200 و   150  ،100  ،50  ،0 غلظت‌های  اتانول  حلال 

 HDF1BOM و MCF-7 لیگوستیلید تهیه شد و برای تیمار رده‌‌های سلولی

استفاده گردید. 

MTT روش 	•
زیسـتی  توانایـی  بـر  لیگوسـتیلید  سـلولی  سـمیتّ  اثـر 

آزمـون طریـق  از   HDF1BOM و   MCF-7 سـلولی   رده‌‌هـای 

بـا   ،)Dimethyl thiazolyl-diphenyl tetrazolium bromide) MTT

 )Sigma-Aldrich) Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide استفاده از کیت

بـا شـماره محصـول)298931( ارزیابـی شـد. در این روش نمـک زردرنگ 

متیـل تیازولیـل تترازولیـوم برومایـد )MTT(، توسـط آنزیـم سوکسـینات 

دهیدروژنـاز سـلول‌های فعال، بـه ترکیب غیر‌‌محلـول و ارغوانـی فورمازان 

درون  سـلول   5×103 تعـداد  منظـور،  ایـن  بـرای  می‌شـود)24(.  تبدیـل 

مقدمه
سرطان، بیماری ناشی از تقسیم خارج از کنترل سلول‌ها در بدن است 

که توانایی حمله یا گسترش به دیگر قسمت‌های طبیعی بدن را دارند. بعضی 

از انواع سرطان به‌خصوص اگر در مرحله اولیه تشخیص داده شوند به‌راحتی 

درمان می‌شوند)2و1(. سرطان پستان به ‌منزله یکی از شایع‌ترین انواع سرطان 

و دومین علت شایع مرگ ناشی از سرطان در زنان است)3(. افزایش بروز 

سرطان پستان در زنان عمدتاً به علت تغییرات در عوامل خطرساز باروری و 

شیوه زندگی مانند سن اولین بارداری، سن اولین قاعدگی، درمان جایگزینی 

خانوادگی  سابقه  ماموگرافی،  تراکم  خوش‌خیم،  پستان  بیماری  هورمونی، 

سرطان  درمان  برای  می‌باشد)5و4(.   BRCA جهش‌های  و  پستان  سرطان 

پستان می‌توان از درمان‌های هدفمند استفاده کرد اما توجه به عوارض جانبی 

و  دارویی  مقاومت  ایجاد  بدن،  و سلول‌های  بافت‌ها  بر  شیمیایی  داروهای 

ضعیف شدن پیش‌آگهی‌ها، ما را به سمت استفاده از ترکیبات گیاهان دارویی 

نیز  مطالعاتی  نظر  از  البته  که  است  داده  سوق  کمتر  سمیتّ  و  عوارض  با 

برای  که  کلوس  یا  کوهی  کرفس  است)7و‌‌6(.  برخوردار  بالایی  اهمیت  از 

اولین بار با نام علمیKelussia odoratissima Mozaff در ایران شناسایی 

 )Apiaceae( چتریان  خانواده  ارزشمند  گیاهان  از  یکی  شد)8(  معرفی  و 

ادویه‌  و  دارویی  گیاه  به‌عنوان  و  می‌کند  رشد  بالا  ارتفاعات  در  که  است 

مورد استفاده قرار می‌گیرد)9(. مطالعات آزمایشگاهی انجام‌شده نشان داد که 

این گیاه دارای خواص فیبرینولیتیک، ضد درد، ضدالتهاب، ضد اضطراب، 

اسانس  ترکیبات  مطالعات  است)11و‌‌10(.  آنتی‌اکسیدانی  و  بخشی  آرام 

می‌دهد  نشان  شده‌اند،  تجزیه‌‌‌و‌‌تحلیل   GC/MS توسط  که  کوهی  کرفس 

 Z-Ligustilide گیاه  هوایی  قسمت‌های  از  اسانس  عمده‌‌ی  ترکیب  که 

از  و  است  فتالاید  مشخصه‌‌ی  با  ترکیب  یک  لیگوستیلید  است)12-15(. 

کرفس  مختلف  اکوتیپ‌های  اسانس  در  شناسایی‌شده  ترکیبات  مهم‌ترین 

کوهی است)17و16(. فعالیت دارویی گزارش‌‌‌شده از لیگوستیلید شامل ضد 

سرطان)18(، ضدالتهاب)19(، ضد‌‌هپاتوکسیک)20(، حفاظت نورون‌ها)21( 

محافظت  آزاد  رادیکال‌های  برابر  در  سلول‌ها  از  و  است  آنتی‌اکسیدانی  و 

in vitro در تعیین  می‌کند)22(. سلول‌های سرطانی رشد کرده در شرایط 

پیچیدگی‌های زیست‌شناسی تومور و پیگیری جدی برای شناسایی اهداف 

دارویی جدید برای توسعه‌‌ی طیف گسترده‌ای از داروهای ضد‌‌سرطان خاص 

از اهمیت بالایی برخوردارند. MCF-7 یک رده سلول سرطانی است که در 

سال 1970 از یک زن 69 ساله قفقازی به‌‌دست آمده است)23(. از این‌‌رو 

در نتیجه‌‌ی نیاز به تحقیقات هر چه بیشتر جهت تایید اثرات ضد سرطانی 

 189مجله پیاورد سلامت، دوره 15، شماره 2، خرداد و تیر 1400

بررسی اثر سمیّت سلولی...
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190

چاهک‌هـای پلیـت 96 خانـه کشـت داده شـد و پلیت‌‌هـا ظـرف مـدت 24 

سـاعت انکوبـه گردیـد. سـپس سـلول‌های گروه‌‌هـای آزمایشـی و کنترل با 

غلظت‌هـای 0، 50، 100، 150 و 200 میلی‌گـرم/ میلی‌لیتـر از لیگوسـتیلید 

بـرای مـدت 48 و 72 سـاعت تیمـار گردیدنـد. بعـد از اتمـام زمـان معلوم 

رویـی،  محیـط  حـذف  از  پـس  و  شـدند  خـارج  انکوباتـور  از  پلیت‌‌هـا 

شست‌‌وشـو بـا PBS صـورت گرفـت. در مرحلـه بعـد محلـول MTT بـا 

غلظـت 5 میلی‌گرم/میلی‌لیتـر بـه چاهک‌‌هـا اضافـه گردیـد و سـلول‌‌ها بـه 

مـدت 3 سـاعت انکوبـه شـدند. در نهایـت 100 میکرولیتـر DMSO به هر 

 ELISA بـا کمک دسـتگاه ،DMSO  چاهـک اضافـه شـد و جذب نـوری

reader در طول‌مـوج 492 نانومتـر ‌اندازه‌گیـری شـد.

روش فلوسیتومتری  	•
رده‌‌های سلولی  آپوپتوز  میزان  بر  لیگوستیلید  اثر  تحقیق حاضر  در 

از  استفاده  با   ،Annexin-V آزمون  طریق  از   HDF1BOM و   MCF-7

کیت Sigma-Aldrich) Annexin-V-FLUOS Staining Kit( با شماره 

 1×105 تعداد  راستا،  این  در  گردید.  بررسی  محصول)11988549001( 

سلول در هر چاهک‌ پلیت 6 چاهکی کشت داده شد و به‌‌مدت 24 ساعت 

تیمار  به‌منظور  انکوباسیون،  اتمام زمان  از  بعد  انکوباسیون صورت گرفت. 

48 و 72 ساعته‌‌ی سلول‌‌ها، محیط رویی آن‌ها با 2 میلی‌لیتر از غلظت‌های 

با  مرحله   2 طی  سلول‌‌ها  ادامه  در  گردید.  جایگزین  لیگوستیلید  مختلف 

 محلول PBS سرد شست‌‌وشو داده شدند و با افزودن بافر به آن‌ها، سوسپانس

FLUOS به  متصل   Annexin-V رنگ‌های  نهایتاً  شد.  تهیه   سلولی 

)Sigma-Aldrich( و Propidium iodide) PI( به لوله‌های فلوسیتومتری 

و  دما  در  انکوباسیون  دقیقه   15 از  بعد  و  گردید  اضافه  سوسپانس  حاوی 

فلوسایتومتری  دستگاه  به  نتایج  خوانش  جهت  لوله‌ها  اتاق  تاریک  محیط 

منتقل شدند. نهایتا داده‌‌های حاصل با نرم‌‌افزار FlowJo تحلیل شدند.

یافته‌‌ها

جدول 1: تاثیر غلظت‌های مختلف لیگوستیلید بر توانایی زیستی رده سلولی MCF-7 در مدت‌زمان 48 و 72 ساعت

        غلظت
mg/ml150 mg/ml100 mg/ml50 mg/ml0 mg/ml 200 زمان

0±3/78100±2/2670/60±2/2133/73±0/1523/09±486/80 ساعت

0±5/09100±5/4661/95±0/2625/97±0/3713/31±725/84 ساعت
* داده‌‌ها به‌صورت mean±SD نمایش داده شده‌اند.

* P>0/001، اختلاف معنی‌دار نسبت به سطح معنی‌‌داری

 MTT آزمون  از  استفاده  با  لیگوستیلید  مختلف  غلظت‌های  تاثیر 

نشان داد که درصد توانایی زیستی سلول‌های سرطان پستان MCF-7 که به 

مدت 48 ساعت در معرض غلظت‌های مختلف لیگوستیلید قرارگرفتند، در 

همه‌‌ی غلظت‌ها کاهش یافت؛ به‌طوری‌که از 70/60 درصد در غلظت 50 

میلی‌گرم/میلی‌لیتر به 6/80 درصد در غلظت 200 میلی‌گرم/میلی‌لیتر رسید. 

 61/95 از  و  یافت  کاهش  زیستی  توانایی  درصد  نیز  ساعت   72 تیمار  در 

 200 غلظت  در  درصد   5/84 به  میلی‌گرم/میلی‌لیتر   50 غلظت  در  درصد 

میلی‌گرم/میلی‌لیتر رسید. تجزیه‌‌‌و‌‌تحلیل داده‌های نتایج نشان داد که بیشترین 

سمیتّ مربوط به غلظت 200 میلی‌گرم/میلی‌لیتر و در انکوباسیون 72 ساعت 

است)جدول 1(.

جدول 2: تاثیر غلظت‌های مختلف لیگوستیلید بر توانایی زیستی رده سلولی HDF1BOM در مدت‌زمان 48 و 72 ساعت

        غلظت
mg/ml150 mg/ml100 mg/ml50 mg/ml0 mg/ml 200 زمان

0±7/39100±8/9697/24±3/3585/89±0/5727/93±485/97 ساعت

0±11/54100±5/0790/93±2/2970/83±0/1921/39±725/26 ساعت
* داده‌‌ها به‌صورت mean±SD نمایش داده شده‌اند.

* P>0/001، اختلاف معنی‌دار نسبت به سطح معنی‌‌داری

تاثیر غلظت‌های مختلف لیگوستیلید بر میزان توانایی زیستی رده‌‌ی 

آزمون  از  استفاده  با   HDF1BOM انسانی  فیبروبلاست  طبیعی  سلول‌های 

بود،  ساعت   48 تیمار  در  زیستی  توانایی  کاهش  نشان‌دهنده‌‌ی   MTT

به‌طوری‌که از 97/24 درصد در غلظت 50 میلی‌گرم/میلی‌لیتر به 5/97 درصد 

درصد  نیز  ساعت   72 تیمار  در  رسید.  میلی‌گرم/میلی‌لیتر   200 غلظت  در 

 50 غلظت  در  درصد   90/93 از  به‌طوری‌که  یافت؛  کاهش  زیستی  توانایی 
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میلی‌گرم/میلی‌لیتر به 5/26 درصد در غلظت 200 میلی‌گرم/میلی‌لیتر رسید. 

تجزیه ‌‌‌و تحلیل داده‌های نتایج نشان داد که بیشترین سمیتّ مربوط به غلظت 

200 میلی‌گرم/میلی‌لیتر و در انکوباسیون 72 ساعت است)جدول 2(.

نتایج آزمون Annexin V-FLUOS نشان داد که میزان القای آپوپتوز 

سلول‌های سرطان پستان MCF-7 که به‌‌مدت 48 و 72 ساعت در معرض 

افزایش  غلظت‌ها  همه‌‌ی  در  گرفتند،  قرار  لیگوستیلید  مختلف  غلظت‌های 

به  آپوپتوز هستند، نسبت  انتهایی  یافته و درصد سلول‌هایی که در مراحل 

گروه کنترل افزایش چشم‌‌گیری داشته است و القای آپوپتوز به‌‌صورت غیر 

وابسته به غلظت در بیشتر گروه‌ها به یک اندازه افزایش ‌یافته است.

 

 100±0 93/90±54/11 83/70±07/5 39/21±29/2 26/05±19/0 ساعت 72
 اند.نمایش داده شده mean±SD صورتها بهداده *
* 001/0P< داریدار نسبت به سطح معنییمعن، اختلاف 
با استفاده از  HDF1BOM یانسان بروبلاستیف یعیطب هایسلول یردهبر میزان توانایی زیستی  دیلیگوستیل مختلف هایغلظت ریثات

 لیترمیلی/گرممیلی 50درصد در غلظت  24/97از  کهیطوربهساعت بود،  48کاهش توانایی زیستی در تیمار  یدهندهنشان MTTآزمون 
 93/90از  کهیطوربه ؛ساعت نیز درصد توانایی زیستی کاهش یافت 72رسید. در تیمار  لیترمیلی/گرممیلی 200درصد در غلظت  97/5به 

نتایج نشان داد  یهاداده لیتحلوهیتجزرسید.  لیترمیلی/گرممیلی 200درصد در غلظت  26/5به  لیترمیلی/گرممیلی 50درصد در غلظت 
 (.2)جدول ساعت است 72و در انکوباسیون  لیترمیلی/گرممیلی 200که بیشترین سمیّت مربوط به غلظت 

ساعت در  72و  48مدت که به MCF-7های سرطان پستان آپوپتوز سلول ینشان داد که میزان القا Annexin V- FLUOS آزموننتایج 
هایی که در مراحل انتهایی آپوپتوز و درصد سلول افتهی شیافزاها غلظت یمختلف لیگوستیلید قرار گرفتند، در همههای معرض غلظت

به یک  هاگروهصورت غیر وابسته به غلظت در بیشتر آپوپتوز به یگیری داشته است و القانسبت به گروه کنترل افزایش چشم ،هستند
 است. افتهی شیافزااندازه 

 
 ساعت 48زمان مدت در MCF-7آپوپتوز در رده سلولی  یبر القا لیگوستیلیدثیر ات: 1 شكل

(001/0P< دار نسبت به سطح معنییمعن، اختلاف)داری 
شکل 1: تاثیر لیگوستیلید بر القای آپوپتوز در رده سلولی MCF-7 در مدت‌زمان 48 ساعت

)P>0/001، اختلاف معنی‌دار نسبت به سطح معنی‌‌داری(

 

 

  
 ساعت 72زمان مدت در MCF-7آپوپتوز در رده سلولی  یبر القا لیگوستیلیدثیر ات :2 شكل

(001/0P<،  دار نسبت به سطح معنییمعناختلاف)داری 
که  هاییسلوللیگوستیلید رخ داد. همچنین  لیترمیلی/گرممیلی 50درصد( در غلظت  3/98)ساعت بیشترین درصد آپوپتوز 48ار در تیم

 (.1 شکل)درصد( 1/12)هاستغلظتلیگوستیلید بیشتر از سایر  لیترمیلی/گرممیلی 150آپوپتوز هستند در غلظت  پیش یدر مرحله
 لیترمیلی/گرممیلی 150و  100 هایغلظتمربوط به ترتیب به( 2/97و  درصد 4/97)ساعت، بیشترین درصد آپوپتوز 72ر همچنین در تیما

لیگوستیلید بیشتر از سایر  لیترلیمی/گرمیلیم 50آپوپتوز هستند در غلظت  پیش یکه در مرحله هاییسلوللیگوستیلید است و 
 (.2 شکل)درصد( 99/2)هاستغلظت

که  HDF1BOMی انسان بروبلاستیف یعیطب هایآپوپتوز سلول ینشان داد که میزان القا Annexin V- FLUOS آزموننتایج حاصل از 
ها افزایش چندانی نداشته است های مختلف لیگوستیلید قرار گرفتند، در همه غلظتساعت در معرض غلظت 72و  48 زمان مدتبرای 

 قرار دارند نسبت به گروه کنترل افزایش چشمگیری داشته است. آپوپتوزشیپهایی که در مراحل ولی درصد سلول

 
 ساعت 48زمان مدت در HDF1BOMآپوپتوز در رده سلولی  یبر القا لیگوستیلیدثیر ات: 3 شكل

شکل 2: تاثیر لیگوستیلید بر القای آپوپتوز در رده سلولی MCF-7 در مدت‌زمان 72 ساعت
)P>0/001، اختلاف معنی‌دار نسبت به سطح معنی‌‌داری(

در  درصد(  آپوپتوز)98/3  درصد  بیشترین  ساعت   48 تیمار  در 

غلظت 50 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید رخ داد. همچنین سلول‌هایی که در 

مرحله‌‌ی پیش آپوپتوز هستند در غلظت 150 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید 

بیشتر از سایر غلظت‌هاست)12/1 درصد()شکل 1(. همچنین در تیمار 72 

به  به‌‌ترتیب مربوط  آپوپتوز)97/4 درصد و 97/2(  بیشترین درصد  ساعت، 

غلظت‌های 100 و 150 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید است و سلول‌هایی که 

در مرحله‌‌ی پیش آپوپتوز هستند در غلظت 50 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید 

بیشتر از سایر غلظت‌هاست)2/99 درصد()شکل 2(.

نتایج حاصل از آزمون Annexin V- FLUOS نشان داد که میزان 

القای آپوپتوز سلول‌های طبیعی فیبروبلاست انسانی HDF1BOM که برای 

لیگوستیلید  مختلف  غلظت‌های  معرض  در  ساعت   72 و   48 مدت ‌زمان 

درصد  ولی  است  نداشته  چندانی  افزایش  غلظت‌ها  همه  در  گرفتند،  قرار 

کنترل  گروه  به  نسبت  دارند  قرار  پیش‌آپوپتوز  مراحل  در  که  سلول‌هایی 

افزایش چشمگیری داشته است.
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 ساعت 72زمان مدت در MCF-7آپوپتوز در رده سلولی  یبر القا لیگوستیلیدثیر ات :2 شكل

(001/0P<،  دار نسبت به سطح معنییمعناختلاف)داری 
که  هاییسلوللیگوستیلید رخ داد. همچنین  لیترمیلی/گرممیلی 50درصد( در غلظت  3/98)ساعت بیشترین درصد آپوپتوز 48ار در تیم

 (.1 شکل)درصد( 1/12)هاستغلظتلیگوستیلید بیشتر از سایر  لیترمیلی/گرممیلی 150آپوپتوز هستند در غلظت  پیش یدر مرحله
 لیترمیلی/گرممیلی 150و  100 هایغلظتمربوط به ترتیب به( 2/97و  درصد 4/97)ساعت، بیشترین درصد آپوپتوز 72ر همچنین در تیما

لیگوستیلید بیشتر از سایر  لیترلیمی/گرمیلیم 50آپوپتوز هستند در غلظت  پیش یکه در مرحله هاییسلوللیگوستیلید است و 
 (.2 شکل)درصد( 99/2)هاستغلظت

که  HDF1BOMی انسان بروبلاستیف یعیطب هایآپوپتوز سلول ینشان داد که میزان القا Annexin V- FLUOS آزموننتایج حاصل از 
ها افزایش چندانی نداشته است های مختلف لیگوستیلید قرار گرفتند، در همه غلظتساعت در معرض غلظت 72و  48 زمان مدتبرای 

 قرار دارند نسبت به گروه کنترل افزایش چشمگیری داشته است. آپوپتوزشیپهایی که در مراحل ولی درصد سلول

 
شکل 3: تاثیر لیگوستیلید بر القای آپوپتوز در رده سلولی HDF1BOM در مدت‌زمان 48 ساعت ساعت 48زمان مدت در HDF1BOMآپوپتوز در رده سلولی  یبر القا لیگوستیلیدثیر ات: 3 شكل

)P>0/001، اختلاف معنی‌دار نسبت به سطح معنی‌‌داری(

 

(001/0P< دار نسبت به سطح معنییمعن، اختلاف)داری 

 
 ساعت 72زمان مدت در HDF1BOMآپوپتوز در رده سلولی  یبر القا لیگوستیلیدثیر ات :4 شكل

(001/0P< معنیدار نسبت به سطح یمعن، اختلاف)داری 
که  هاییسلوللیگوستیلید رخ داد. همچنین  لیترمیلی/گرممیلی 150ساعت و غلظت  48درصد( در تیمار  21/4)بیشترین میزان آپوپتوز

و بیشترین  درصد( 5/73)هاستغلظتلیگوستیلید بیشتر از سایر  لیترمیلی/گرممیلی 200آپوپتوز هستند در غلظت  پیش یدر مرحله
ساعت، بیشترین درصد  72ر (. همچنین در تیما3 شکل)درصد( 2/63)شودیمدیده  لیترمیلی/گرممیلی 50زنده نیز در غلظت  هایسلول

آپوپتوز هستند در  پیش یکه در مرحله هاییسلوللیگوستیلید است و  لیترمیلی/گرممیلی 200درصد( مربوط به غلظت  67/1)آپوپتوز
 هایسلولو در مقایسه با گروه کنترل، بیشترین  درصد( 8/82)هاستغلظتیگوستیلید بیشتر از سایر ل لیترمیلی/گرمیلیم 150غلظت 

 (.4شکل )درصد( 1/39)شودیمدیده  لیترمیلی/گرممیلی 100زنده در غلظت 
 

 بحث
بررسی و ارزیابی لیگوستیلید  پذیرفته ازتاثیر و وقوع آپوپتوز  HDF1BOMو  MCF-7سلولی  هایتوانایی زیستی در رده ،در این تحقیق

 افتهیکاهشبا افزایش دوز لیگوستیلید  HDF1BOMو  MCF-7. نتایج حاصل نشان داد که میزان توانایی زیستی در رده سلولی گردید
سلولی آن بر روی رده  ثیراتهیدروالکلی کلوس و آویشن دنایی را استخراج و  یطور مشابه، صادقی سامانی و همکاران عصارهبهاست. 

MCF-7  را با استفاده از آزمونMTT  شنیآو و کلوس یدروالکلیه یعصاره بیترکو به این نتیجه رسیدند که  قراردادندمورد ارزیابی 
بر برزگر فلاح و همکاران  توسطدر تحقیقی که  .(25)دارد MCF-7 یسرطان هایسلولبر زمان و دوز به وابسته یسرطانضد اثر ییدنا

 ی،قو اکسیدانییخواص آنت یاست که دارا Z-Ligustilideاسانس  یاصل یبترکانجام شد نشان داد که  یکرفس کوه یاهعصاره گروی 
را استخراج کردند و گلپر  یچا اهیعصاره گ 2011در سال  Lin و Chao (.26)است یقو یو خواص محافظت نورون یاثرات ضدالتهاب

های سلول اتیح زانیاست و م کیو ضد هپاتوتوکس یسرطان، حفاظت نورونلتهاب، ضداعمال ضدا یدارا Z-Ligustilideدریافتند که 
 یتومور مغز یسلول یهادر برابر رده یکیتوتوکسیاثر س Z-Ligustilide ن،یعلاوه بر ا. است دهکلون شده را کاهش دا HT-29 یسرطان

وابسته  MCF-7آپوپتوز در رده سلولی  یکه میزان القا دهدیمنشان  Annexin آزمونهمچنین نتایج  .(27)های سرطان خون داردو سلول
که  هاییسلول HDF1BOMیافته است ولی در مورد رده سلولی به یک اندازه افزایش هاغلظتو تقریباً در بیشتر  هبه زمان و غلظت نبود

هستند افزایش  آپوپتوزشیپکه در مرحله  ییهاسلولولی درصد  اندنداشتهی توجهقابلافزایش  ،در مرحله انتهایی آپوپتوز قرار دارند

شکل 4: تاثیر لیگوستیلید بر القای آپوپتوز در رده سلولی HDF1BOM در مدت‌زمان 72 ساعت
)P>0/001، اختلاف معنی‌دار نسبت به سطح معنی‌‌داری(

بیشترین میزان آپوپتوز)4/21 درصد( در تیمار 48 ساعت و غلظت 

در  که  سلول‌هایی  همچنین  داد.  رخ  لیگوستیلید  میلی‌گرم/میلی‌لیتر   150

مرحله‌‌ی پیش آپوپتوز هستند در غلظت 200 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید 

بیشتر از سایر غلظت‌هاست)73/5 درصد( و بیشترین سلول‌های زنده نیز در 

غلظت 50 میلی‌گرم/میلی‌لیتر دیده می‌شود)63/2 درصد()شکل 3(. همچنین 

در تیمار 72 ساعت، بیشترین درصد آپوپتوز)1/67 درصد( مربوط به غلظت 

200 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید است و سلول‌هایی که در مرحله‌‌ی پیش 

آپوپتوز هستند در غلظت 150 میلی‌گرم/میلی‌لیتر لیگوستیلید بیشتر از سایر 

غلظت‌هاست)82/8 درصد( و در مقایسه با گروه کنترل، بیشترین سلول‌های 

زنده در غلظت 100 میلی‌گرم/میلی‌لیتر دیده می‌شود)39/1 درصد()شکل 4(.

بحث

و   MCF-7 سلولی  رده‌‌های  در  زیستی  توانایی  تحقیق،  این  در 

HDF1BOM و وقوع آپوپتوز تاثیر پذیرفته از لیگوستیلید بررسی و ارزیابی 

سلولی  رده  در  زیستی  توانایی  میزان  که  داد  نشان  حاصل  نتایج  گردید. 

است.  کاهش‌یافته  لیگوستیلید  دوز  افزایش  با   HDF1BOM و   MCF-7

و  به‌‌طور مشابه، صادقی سامانی و همکاران عصاره‌‌ی هیدروالکلی کلوس 

با  را   MCF-7 سلولی  رده  روی  بر  آن  تاثیر  و  استخراج  را  دنایی  آویشن 

رسیدند  نتیجه  این  به  و  قراردادند  ارزیابی  مورد   MTT آزمون  از  استفاده 

اثر ضد‌‌سرطانی  دنایی  آویشن  و  کلوس  هیدروالکلی  عصاره‌‌ی  ترکیب  که 

وابسته به دوز و زمان‌بر سلول‌های سرطانی MCF-7 دارد)25(. در تحقیقی 

که توسط برزگر فلاح و همکاران بر روی عصاره گیاه کرفس کوهی انجام 

دارای  که  است   Z-Ligustilide اسانس  اصلی  ترکیب  که  داد  نشان  شد 

خواص آنتی‌اکسیدانی قوی، اثرات ضدالتهابی و خواص محافظت نورونی 

را  گلپر  گیاه چای  عصاره   2011 سال  در   Lin و   Chao است)26(.  قوی 

ضدالتهاب،  اعمال  دارای   Z-Ligustilide که  دریافتند  و  کردند  استخراج 
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حیات  میزان  و  است  هپاتوتوکسیک  ضد  و  نورونی  حفاظت  ضدسرطان، 

سلول‌های سرطانی HT-29 کلون شده را کاهش داده است. علاوه بر این، 

Z-Ligustilide اثر سیتوتوکسیکی در برابر رده‌های سلولی تومور مغزی و 

Annexin نشان  نتایج آزمون  سلول‌های سرطان خون دارد)27(. همچنین 

می‌دهد که میزان القای آپوپتوز در رده سلولی MCF-7 وابسته به زمان و 

غلظت نبوده و تقریباً در بیشتر غلظت‌ها به یک اندازه افزایش‌یافته است ولی 

در مورد رده سلولی HDF1BOM سلول‌هایی که در مرحله انتهایی آپوپتوز 

قرار دارند، افزایش قابل‌توجهی نداشته‌اند ولی درصد سلول‌هایی که در مرحله 

پیش‌آپوپتوز هستند افزایش چشم‌‌گیری داشته است. Ma و همکاران در سال 

رده سلولی  بر روی   tamoxifen و   Z-Ligustilide اثر  بررسی  به   2017

  )HS578t MDA-MB-453 ،MDA-MB-231) ERα و   سرطان پستان 

 Z-LIG با استفاده از آزمون انکسین پرداختند و به این نتیجه رسیدند که

می‌شود   ERα پستان  سلول‌های سرطان  آپوپتوز  به  منجر   TAM با  همراه 

آپوپتوز  دلیل  به  است  ممکن  ترکیب  این  به‌وسیله‌‌ی  سلولی  رشد  مهار  و 

باشد)28(. در مطالعه‌‌ی دیگری که اخیرا در سال 2020 منتشر شده است، 

القای آپوپتوز به واسطه لیگوستیلید در سلول‌‌های سرطانی پروستات نشان 

جمع‌‌آوری  در  محدودیت  دلیل  به  مطالعه‌‌  این  در  است)29(.  شده  داده 

نمونه‌‌های بیوپسی بافتی بررسی تنها در سطح سلول صورت گرفته است، 

نمونه‌‌های  روی  بافت  سطح  در  را  لیگوستیلید  اثر  می‌‌توانند  محققان  سایر 

بیوپسی پستان نیز سنجش نمایند. 

نتيجه‎گيري

نتایـج ایـن پژوهـش بیانگـر آن اسـت کـه کلـوس و ترکیـب اصلی 

آن یعنـی لیگوسـتیلید، می‌‌توانـد بـا تاثیرگذاری بر مسـیر مـرگ برنامه‌‌ریزی 

شـده‌‌ی سـلولی، آپوپتـوز را در سـلول‌‌های سـرطانی پسـتان القـا نماید. لذا 

بـا توجـه بـه مسـئله‌‌ی عـدم پاسـخ‌‌دهی سـلول‌‌های سـرطانی پسـتان بـه 

راهکارهـای درمانـی مرسـوم و از آنجائـی کـه مقاومـت بـه مـرگ سـلولی 

و عـدم وجـود تعـادل بیـن تقسـیم و رشـد سـلولی بـا میـزان مرگ‌ومیـر 

سـلولی منجـر به عـدم کنتـرل تکثیر سـلول‌‌های تومـوری می‌‌شـود، به نظر 

می‌‌رسـد اسـتفاده از لیگوسـتیلید با کاهش توانایی زیسـتی و تکثیر سـلولی 

در پیشـگیری و درمـان سـرطان پسـتان موثـر واقع شـود. 

تشکر و قدردانی

ایـن مقالـه حاصـل پایان‌‌نامه‌‌ی کارشناسـی ارشـد با عنوان»بررسـی 

بـر   )Z-Ligustilide( لیگوسـتیلید  آپوپتـوزی  و  سـلولی  سـمیتّ  اثـر 

سـلول‌های سـرطان پسـتان MCF-7 و سـلول‌های طبیعـی فیبروبلاسـت 

 »Annexin و   MTT آزمون‌هـای  از  اسـتفاده  بـا   HDF1BOM انسـانی 

IR.IAU.مصـوب دانشـگاه آزاد اسالمی واحـد شـهرکرد بـه کـد اخالق

KAU.REC.1398.003  در سـال 1396 می‌‌باشـد و هیـچ کمـک مالـی 

خاصـی از سـوی سـازمان‌‌های تامین مالـی در بخش‌‌های دولتـی، تجاری و 

غیرانتفاعـی دریافـت نکـرده اسـت.
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The Cytotoxicity and Pro-Apoptotic Effect of Ligustilide (Z-Ligustilide) 
on MCF-7 Breast Cancer Cells and HDF1BOM Human Fibroblast Cells 

by Using MTT and Annexin Tests

Saeid Mirzaeian1* (M.S.), Khalil Khashei Varnamkhasti2 (Ph.D.)

Background and Aim: Breast cancer is one of the most common types of cancer and 
the second leading cause of cancer death in women. The effect of ligustilide - isolated 
from the Kelussia on MCF-7 breast cancer cell line compared with human fibroblast cell 
line (HDF1BOM) was evaluated in the present study.
Materials and Methods: MCF-7 and HDF1BOM cell lines were treated for 48 and 72 
hours with different concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mg/ml) of Z-ligustilide 
((ligustilide (Z)-3-butylidene-4,5-dihydrophthalide)). Then, bioavailability was analyzed 
by ELISA reader using MTT kit and Apoptosis was assessed by flow cytometry using an 
Annexin V-FITC/PI kit in two times. Statistical analysis was accomplished by ANOVA 
and Huynh-Feldt tests using SPSS and FlowJo software.   
Results: The results of MTT test showed reduce bioavailability of MCF-7 cell line in all 
concentrations (from 70.60% in 50 mg/ml to 6.80% in 200 mg/ml  (for 48 h of treatment), 
from 61.95% in 50 mg/ml  to 5.84% in 200 mg/ml  (for 72 h of treatment)). Also, the 
results of the Annexin test showed that the induction of apoptosis is not time and 
concentration dependent manner, and it had increased in most groups. Highest percentage 
of apoptosis were; 98.3% in 50 mg/ml (for 48 h of treatment), and 97.4 % in 100 mg/ml  
(for 72 h of treatment). The results of MTT test showed reduce bioavailability of 
HDF1BOM cell line in both times compared to the control group (from 97.24% in 50 
mg/ml  to 5.97% in 200 mg/ml  (for 48 h of treatment), from 90.93% in 50 mg/ml  to 
5.26% in 200 mg/ml (for 72 h of treatment)). Also, according to the results of Annexin, 
early apoptotic cells show a higher percentage (4.21% in 150 mg/ml (for 48 h of 
treatment), 1.67% in 200 mg/ml  (for 72 h of treatment)). Ligustilide did not show 
considerable cytotoxicity in HDF1BOM cells.
Conclusion: Due to the fact that ligustilide has an inhibitory effect on the growth, 
proliferation and invasion of cancer cells by inducting apoptosis, it seems that ligustilide 
can be used to reduce cell proliferation of breast cancer.
Keywords: Ligustilide, Apoptosis, Bioavailability, Annexin, Breast Cancer, Fibroblast 
Cells
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