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چکیده 

میر  از علل شایع مرگ و  به درمان‌های رایج، یکی  مبتلایان  پاسخ ضعیف  به علت  آدنوکارسینومای کولورکتال  زمینه و هدف: 
می‌باشد. در این مطالعه اثر اسیدسیتریک بر توان زیستی و میزان وقوع آپوپتوز در رده سلولی آدنوکارسینومای کولورکتال انسان 
)HT-29( بررسی شده است. اسیدسیتریک یک اسید آلی طبیعی است که عموما در عصاره‌ی مرکبات یافت می‌شود و به‌عنوان 

یک مهارکننده‌ی فیزیولوژیکی آنزیم‌های دخیل در مسیر گلیکولیز، در راستای حذف سلول‌های سرطانی مورد توجه می‌باشد.

روش بررسی: در این مطالعه سلول‌های سرطانی کولورکتال رده‌ی HT-29 در محیط کشت DMEM با 10 درصد سرم جنین 
گاوی کشت داده شدند. سلول‌ها در غلظت‌های 400، 800 و 1600 میکروگرم/میلی‌لیتر اسیدسیتریک تیمار شدند و برای مدت 
زمان‌ 24، 48 و 72 ساعت انکوبه گردیدند. میزان رشد سلولی با روش رنگ‌سنجی MTS بررسی شد، میزان القا آپوپتوز به وسیله‌ی 
دستگاه فلوسیتومتری با کیت آنکسین-پروپیدیوم یدید )Annexin-PI( طبق دستورالعمل کیت در هر سه زمان انکوباسیون بررسی 

گردید.

یافته‌ها: نتایج بررسی توان زیستی سلول‌های رده‌ی HT-29 تیمار‌شده با غلظت‌های مختلف اسید‌سیتریک)400، 800 و 1600 
میکروگرم/میلی‌لیتر(، بعد از گذشت زمان‌های سه‌گانه‌ی انکوباسیون)24، 48 و 72 ساعت( با استفاده از تست MTS حاکی از آن 
است که توان زیستی سلول‌های رده‌ی HT-29 در تمام غلظت‌های اسیدسیتریک به‌صورت وابسته به دوز و زمان کاهش می‌یابد. 
همچنین نتایج القای آپوپتوز در رده سلولی HT-29 تیمار شده با غلظت‌های مختلف اسیدسیتریک)400، 800 و 1600 میکروگرم/

 ،Annexin V-FITC تست  از  استفاده  با  ساعت(   72 و   48 انکوباسیون)24،  سه‌گانه‌ی  زمان‌های  گذشت  از  بعد  میلی‌لیتر(، 
نشان می‌دهد که درصد سلول‌هایی که در مرحله‌ی ابتدایی و انتهایی آپوپتوز هستند با افزایش غلظت اسیدسیتریک و طول زمان 
انکوباسیون افزایش یافته‌اند، که این افزایش درصد آپوپتوز نیز نسبت به گروه کنترل در هر سه زمان 24، 48 و 72 ساعت قابل 

ملاحظه می‌باشد.

نتیجه‌گیری: نتایج بیان می‌کنند که اسیدسیتریک قادر است از طریق القای مسیر آپوپتوزی توان زیستی سلول‌های آدنوکارسینومای 
کولورکتال را کاهش دهد. 

واژه‌های کلیدی: اسیدسیتریک، آدنوکارسینومای کولورکتال، توان‌زیستی، آپوپتوز
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القا می‌گردد که به دنبال آن سیتوکروم C به درون سیتوپلاسم ترشح شده 

از  القا می‌گردد. اسید سیتریک  آپوپتوز  به راه می‌افتد و  و آبشار کسپازی 

آنزیم‌های دخیل  II و دیگر  آنزیم هگزوکیناز  تاثیرگذاری بر سطح  طریق 

در مسیر گلیکولیز عملکرد ضد‌سرطانی خود را اعمال می‌نماید)11-13(. 

با توجه به نیاز به تحقیقات هر چه بیشتر جهت تایید اثرات ضد‌سرطانی 

زیستی  توان  بر  اسید‌سیتریک  اثر  نیز  حاضر  مطالعه‌ی  در  اسید‌سیتریک، 

انسان کولورکتال  آدنوکارسینومای  سلولی  رده  در  آپوپتوز  وقوع  میزان   و 

)HT-29( بررسی گردید.

روش بررسی

این مطالعه به‌صورت تجربی از اردیبهشت ۱۳۹7 تا شهریور ۱۳۹7 

در مرکز تحقیقات سلولی-تکوینی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد و 

انجام  اصفهان  پزشکی  علوم  دانشگاه  پزشکی  دانشکده  مرکزی  آزمایشگاه 

 ANOVA  شد. بررسی آماری با استفاده از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه

از طریق نرم‌افزارهای SPSS و FlowJo انجام شد. حدود اطمینان برای همه 

آزمایش‌ها 99% در نظر گرفته شد و )P>0/05( معنی‌دار محسوب گردید.

HT-29 تهیه و کشت رده سلول سرطانی 	•
 رده‌ی سلولی  HT-29   از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران خریداری

 )Dulbecco's Modified Eagle's medium) DMEM شد. در محیط کشت 

 )Foetal Bovine Serum) FBS درصد   10 حاوی   )Gibco, USA( 

)Penicillin-Streptomycin) Penstrep درصد  یک  و   )Gibco, USA( 

 5 فشار  با   )Memmert, Germany( انکوباتور  در   )Gibco, USA(

درصد گاز CO2، رطوبت 90 درصد و دمای 37 درجه‌ی سانتی‌گراد، در 

فلاسک 75 کشت داده شد. محیط کشت هفته‌اي سه بار تعویض و براي 

برداشت‌کردن سلول‌ها از محلول تریپسین/ EDTA استفاده شد.

تهیه اسید‌سیتریک 	•
شرکت  از  جامد  حالت  به  و  آماده  به‌صورت  اسید‌سیتریک 

 ,Citric acid-anhydrous تجاری  نام  با   SIGMA-ALDRICH 

cell culture tested و شماره محصول C2404 تهیه گردید.

MTS روش 	•
غلظت‌های  با  تیمار‌شده   HT-29 رده‌ی  سلول‌های  زیستی  توان 

 MTS کیت  از  استفاده  با   ،MTS تست  توسط  اسیدسیتریک   مختلف 

)Promega, USA( با شماره محصول G5421 مورد ارزیابی قرار گرفت. 

چاهکي   96 پليت  چاهک  هر  در  سلول   5×103 تعداد  که  ترتیب  این  به 

مقدمه
قلبی-عروقی  بیماری‌های  از  پس  مرگ‌و‌میر  عامل  دومین  سرطان 

افزایش  امروز همچنان روبه  به  تا  از گذشته  آن  بروز  که  است  در جهان 

جوامع  تمام  سلامت  نظام  به  را  زیادی  هزینه‌های  توانسته  و  است  بوده 

کولورکتال  آدنوکارسینومای  سرطان‌ها،  انواع  بین  در  کند)2و1(.  تحمیل 

اثر  در  مرگ  عامل  چهارمین  و  دنیا  در  شایع  سرطان  سومین  عنوان  به 

سرطان از شایع‌ترین بدخیمی‌های دستگاه گوارش به حساب می‌آید. این 

زنان  بین  را در  بدخیمی 10 درصد کل سرطان‌های مردان و 9/4 درصد 

تغییر عادات تغذیه‌ای و پیشرفت روش‌های  شامل می‌شود)4و3(. اگرچه 

تشخیصی توانسته است پیش‌آگهی سرطان کولورکتال را در طول سال‌های 

اخیر افزایش دهد، اما ناکارآمدی راهکارهای درمانی مرسوم نظیر جراحی 

باعث شده است که طول عمر برخی از مبتلایان تحت درمان به 5 سال هم 

نرسد)6و5(. بنابراین یک نیاز فوری برای ایجاد راهکارهای درمانی موثرتر، 

به منظور بهبود طول بقای مبتلایان وجود دارد. از‌این‌رو تحقیق در راستای 

یافتن ترکیباتی با خواص ضدتوموری که توانایی جلوگیری از گسترش و 

رشد سلول‌های سرطانی را داشته باشند و در عین حال فاقد عوارض جانبی 

ترکیبات صناعی و داروهای فارماکولوژیک ضد سرطان باشند، پیشرفت‌های 

قابل‌توجهی داشته است)7(. در این میان استفاده از ترکیبات طبیعی که از 

گذشته منبع منحصر به‌فردی برای تامین داروهای مصرفی جامعه‌ی بشری 

بوده‌اند، بیشترین توجه را به خود جلب کرده‌اند)8(. اسید‌سیتریک یک اسید 

آلی طبیعی است که عموما در عصاره‌ی برخی از میوه‌‌ها و سبزی‌ها، به‌ویژه 

به‌عنوان  گسترده  به‌طور  اکنون  هم  آلی  اسید  این  می‌شود.  یافت  مرکبات 

یکی از افزودنی‌ها و نگهدارنده‌ها‌ی غذایی در صنعت استفاده می‌شود)9(. 

فیزیولوژیکی  مهارکننده‌ی  به‌عنوان یک  اسید‌سیتریک  امروزه  آن  بر  علاوه 

آنزیم‌های دخیل در مسیر گلیکولیز، در راستای حذف سلول‌های سرطانی 

از طریق القای مرگ برنامه‌ریزی شده‌ نیز مورد توجه می‌باشد)10(. ارتباط 

آنزیم  برمی‌گردد.   II هگزوکیناز  آنزیم  سطح  به  آپوپتوز  و  گلیکولیز  بین 

هگزوکیناز II گلوکز را به گلوکز 6 فسفات تبدیل می‌نماید و باعث پیشبرد 

فرآیند گلیکولیز به‌وسیله‌ی آبشار آنزیمی می‌شود و زمانی که منافذ غشای 

خارجی میتوکندری باز هستند، باعث پایداری یک جزء ساختاری این منافذ 

با عنوان voltage-dependent anion channel) VDAC( شده که نقش 

جز  این  در  ایجاد شده  پایداری  لذا  می‌باشد.  منافذ  نفوذپذیری  تنظیم  آن 

توسط هگزوکیناز II نفوذپذیری را در غشای خارجی غیرفعال می‌کند. با 

حذف هگزوکیناز II از مجموعه، نفوذپذیری در غشای خارجی میتوکندری 
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میکروگرم/   1600 و   800  ،400 غلظت‌های  با  سپس  و  شد  داه  کشت 

میلی‌لیتر اسید‌سیتریک برای مدت زمان 24، 48 و 72 ساعت تیمار و انکوبه 

گردید)14(. پس از اتمام زمان انکوباسیون، محیط رویی تیمار جمع‌آوری 

اضافه گردید و  به هر چاهک   MTS ميکروليتر محلول  مقدار 20  شد و 

توسط  نمونه‌ها  جذب  نهایت  در  گرفت.  صورت  ساعته   4 انکوباسیون 

دستگاه ELISA- reader با طول موج 492 نانومتر خوانش گردید. 

روش فلوسیتومتری 	•
طریق  از   ،HT-29 سلولی  رده  در  آپوپتوز  القای 

کیت از  استفاده  با   ،Annexin V-FITC/PI  تست 

،)BD Pharmingen, USA) FITC Annexin V Apoptosis Detection kit 

ترتیب  این  به  قرارگرفت.  ارزیابی  مورد  محصول)556547(،  شماره  با 

و  داده شد،  خانه کشت   6 پلیت‌های کشت  در  سلول   5  ×105 تعداد  که 

سپس با غلظت‌های 400، 800 و 1600 میکروگرم/میلی‌لیتر اسید‌سیتریک 

در بازه‌های زمانی 24، 48 و 72 ساعت تیمار گردید. پس از اتمام زمان 

ترپسینه‌کردن،  از  پس  شد.  جمع‌آوری  تیمار  رویی  محیط  انکوباسیون، 

،)Phosphate-buffered saline) PBS رسوب سلولی دو بار با محلول 

)SIGMA-ALDRICH, USA(، سرد شست‌وشو گردید. سپس مقدار 

به  بافر  و  و سوسپانس سلول  اضافه شد  به سلول‌ها  بافر  میکرولیتر   300

لوله‌های مخصوص فلوسیتومتری انتقال یافت. با اضافه‌کردن 5 میکرولیتر

 200 میزان  به  بافر  با  آنها  به حجم‌رساندن  و  لوله‌ها  به   PI و   Annexin

کنترل،  لوله‌های  برای  میکرولیتر   500 و  لوله‌ها  سایر  برای  میکرولیتر 

دقیقه   20 زمان  مدت  ظرف  اتاق  دمای  در  و   تاریک  محیط  به  لوله‌ها 

 انتقال داده شد. پس از گذشت مدت زمان معلوم از دستگاه فلوسیتومتری

)BD Facscalibur, USA( جهت خوانش نتایج استفاده گردید.

یافته‌ها

نتایج سنجش توان‌زیستی 	•
غلظت‌های  با  تیمار‌شده   HT-29 رده‌ی  سلول‌های  زیستی  توان 

از  بعد  میلی‌لیتر(،  میکروگرم/   1600 و   800 اسید‌سیتریک)400،  مختلف 

گذشت زمان‌های سه‌گانه‌ی انکوباسیون)24، 48 و 72 ساعت( با استفاده از 

تست MTS بررسی گردید.

شکل 1: اثر اسید‌سیتریک بر توان زیستی رده سلولی HT-29 تحت تیمار با غلظت‌های مختلف اسید‌سیتریک 400، 800 و 1600 
میکروگرم/ میلی‌لیتر به مدت زمان انکوباسیون 24، 48 و 72 ساعت.

* داده‌ها به‌صورت mean±sd نمایش داده شده‌اند.

نتایج حاصل شده از این تست حاکی از آن است که اسید سیتریک 

قادر است رشد سلول‌های آدنوکارسینومای کولورکتال را به‌صورت وابسته 

به دوز و زمان کاهش دهد. به‌طوری‌که با افزایش دوز تیمار و افزایش زمان 

تیمار از درصد سلول‌های زنده در گروه‌های آزمایشی در مقایسه با گروه 

کنترل کاسته می‌شود)شکل 1(. 

نتایج سنجش القای آپوپتوز 	•
غلظت‌های  با  شده  تیمار   HT-29 سلولی  رده  در  آپوپتوز  القای 

از  بعد  میلی‌لیتر(،  میکروگرم/   1600 و   800 اسیدسیتریک)400،  مختلف 

گذشت زمان‌های سه‌گانه‌ی انکوباسیون)24، 48 و 72 ساعت( با استفاده 

در  سلولی  مرگ  درصد  افزایش  از  خبر   ،Annexin V-FITC تست  از 
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گروه‌های آزمایشی تحت تیمار می‌دهد. به‌طوری‌که با افزایش دوز و طول 

زمان تیمار درصد سلول‌های زنده در گروه‌های تحت تیمار در مقایسه با 

گروه کنترل کاهش یافته است. 

شکل 2: درصد سلول‌های زنده، آپوپتوز اولیه و آپوپتوز انتهایی در سلول‌های HT-29 تحت تیمار با غلظت‌های مختلف اسید سیتریک 
400، 800 و 1600 میکروگرم/میلی‌لیتر به مدت ۲۴ ساعت. P>0/05*؛ P>0/01** در مقایسه با گروه کنترل

* داده‌ها به‌صورت mean±sd نمایش داده شده‌اند.

* داده‌ها به‌صورت mean±sd نمایش داده شده‌اند.

شکل 3: درصد سلول‌های زنده، آپوپتوز اولیه و آپوپتوز انتهایی در سلول‌های HT-29 تحت تیمار با غلظت‌های مختلف اسید سیتریک 
400، 800 و 1600 میکروگرم/ میلی‌لیتر به مدت 48 ساعت. P>0/05*؛ P>0/01** در مقایسه با گروه کنترل

* داده‌ها به‌صورت mean±sd نمایش داده شده‌اند.

شکل 4: درصد سلول‌های زنده، آپوپتوز اولیه و آپوپتوز انتهایی در سلول‌های HT-29 تحت تیمار با غلظت‌های مختلف اسید سیتریک 
400، 800 و 1600 میکروگرم/ میلی‌لیتر به مدت 48 ساعت. P>0/05* در مقایسه با گروه کنترل
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همان‌طورکه در اشکال 2، 3 و 4 دیده می‌شود، درصد سلول‌های 

زنده در سایر گروه‌ها در هر سه زمان انکوباسیون نسبت به گروه کنترل 

گروه  به  نسبت  آماری  نظر  از  اختلاف  این  که  می‌دهد  نشان  را  کاهش 

در  که  سلول‌هایی  درصد  همچنین   .)P>0/05(است ملاحظه  قابل  کنترل 

مرحله‌ی ابتدایی و انتهایی آپوپتوز هستند با افزایش غلظت اسیدسیتریک 

و طول زمان انکوباسیون افزایش یافته‌اند، که این افزایش درصد آپوپتوز 

قابل  ساعت   72 و   48  ،24 زمان  سه  هر  در  کنترل   گروه  به  نسبت  نیز 

ملاحظه می‌باشد.

بحث 

و خاصیت  رشد  مهار  در  اسید‌سیتریک  توانایی  تحقیق حاضر  در 

سلولی  شده‌ی  برنامه‌ریزی  مرگ  القای  طریق  از  که  آن  ضد‌تکثیری 

انسان کولورکتال  آدنوکارسینومای  رده‌ی  سلول‌های  در  می‌گردد،   اعمال 

از  حاکی   MTS تست  از  حاصل‌شده  نتایج  گردید.  بررسی   ،)HT-29(

آن است که اسید‌سیتریک قادر است از درصد سلول‌های آدنوکارسینومای 

کولورکتال زنده در گروه‌های آزمایشی در مقایسه با گروه کنترل بکاهد. به 

علاوه در این تحقیق، نتایج القای آپوپتوز نشان داد که درصد مرگ سلولی 

با افزایش دوز و طول زمان تیمار با اسید‌سیتریک افزایش یافته است. این 

اختلاف در افزایش درصد وقوع آپوپتوز از نظر آماری در همه‌ی غلظت‌ها 

نسبت به گروه کنترل قابل‌ملاحظه می‌باشد. بررسی صورت گرفته در سال 

۲۰۱۱ نیز نشان می‌دهد که اسید‌سیتریک به‌عنوان یک آنتی گلیکولیتیک و 

بیان ژن  مهارکننده‌ی آنزیم فسفو فروکتوکیناز قادر است از طریق کاهش 

Mcl-1 و افزایش بیان ژن‌های پروآپوپتوزی p53 و p21  باعث تخریب 

 2013 سال  در  دیگری  مطالعه‌ی  آنها ‌شود)15(.  در  آپوپتوز  و  سلول‌ها 

 HaCaT نشان می‌دهد که اسید‌سیتریک نه تنها مانع از تکثیر سلول‌های

پروآپوپتوزی  ژن‌های  القای  باعث  بلکه  می‌شود،  دوز  به  وابسته  به روش 

 2017 سال  در  می‌شود)16(.   G2/M مرحله  در  سلولی  توقف چرخه  و 

بررسی اثر درمانی اسید‌سیتریک در سلول‌های مختلف سرطانی نشان داد 

که تمایز سلول‌های سرطانی با اثر سیتریک‌اسید از طریق مهار چرخه‌ی تری 

برای  می‌تواند  اسید‌‌سیتریک  از‌این‌رو  می‌شود،  متوقف  اسید  کربوکسیلیک 

درمان سرطان مفید باشد)17(. در سال 2018 بررسی اثرات سایتوتوکسیک 

سدیم سیترات بر سلول‌های اپیتلیال معده انسان نشان داد که تیمار طولانی 

مدت سلول‌های اپیتلیالی معده با غلظت‌های بالای سدیم سیترات باعث القای 

آپوپتوز و تغییر سطح سیتوکاین‌های مشخصی در این سلول می‌شود)18(. 

در سال 2020 نیز طی پژوهشی مشخص شد که هیدروکسی سیتریک‌اسید 

پستان سرطانی  سلول‌های  در  را  تاموکسیفن  سایتوتوکسیک  اثر   می‌تواند 

)MCF-7( تقویت نماید)19(. در سال 2021 نتایج مطالعه‌ی اثر اسید‌سیتریک 

بر توان زیستی و میزان وقوع آپوپتوز در رده سلولی آدنوکارسینومای معده 

انسان )AGS(، خاصیت ضدتکثیری اسیدسیتریک را نمایان ساخت)20(. 

محققان در این مطالعه با محدودیت در جمع‌آوری نمونه‌های بیوپسی بافتی 

کولورکتال رو به رو بوده‌اند، از‌این‌رو بررسی تنها در سطح سلول صورت 

گرفته است.

نتیجه‌گیری

گرفته  صورت  فلوسیتومتری  و   MTS تست  از  حاصل  نتایج 

قادر  احتمالا  اسید‌سیتریک  که  است  مسئله  این  بیانگر  حاضر،  تحقیق  در 

برنامه‌ریزی شده‌ی سلولی، آپوپتوز را  تاثیرگذاری بر مسیر مرگ  با  است 

در سلول‌های آدنوکارسینومای کولورکتال انسان القا نماید و از این طریق 

سایر  که  می‌گردد  پیشنهاد  گردد.  واقع  موثر  کولورکتال  درمان سرطان  در 

بیوپسی  نمونه‌های  روی  بافت  سطح  در  را  اسید‌سیتریک  تاثیر  محققان 

کولورکتال نیز سنجش نمایند.
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Effect of Citric Acid on Bioavailability and Apoptosis Induction in  
Human Colorectal Adenocarcinoma Cell Line (HT29)

Khalil Khashei Varnamkhasti1 (Ph.D.), Leila Rouhi2* (Ph.D.), Mehdi Aalmomen3 (M.S.)

Background and Aim: Colorectal adenocarcinoma is one of the common causes of 
death due to weak response to common therapies. In this study, the effect of citric acid 
on bioavailability and apoptosis of the human colorectal adenocarcinoma cell line 
(HT29) was examined. Citric acid is a naturally organic acid that commonly found in 
citrus and is considered as a physiological inhibitor of enzymes involved in glycolysis 
pathway to remove cancer cells.

Materials and Methods: In this study, HT-29 colorectal adenocarcinoma cancer cells 
were cultured in DMEM medium with 10% bovine serum. The cells were treated in 400, 
800 and 1600 μg/ml concentrations of citric acid and incubated at 24, 48 and 72 hours 
respectively. Cell growth was analyzed by MTS kit and apoptosis was analyzed three 
times by flow- cytometry using an Annexin V-FITC/PI kit according to the manufacturers 
protocol.

Results: The results of bioavailability of treated HT-29 cells with different concentrations 
(400, 800 and 1600 μg/ml) of citric acid, after trinary incubation time (24, 48 and 72 hours) 
using the MTS assay showed that, bioavailability of HT-29 cell line decreased at all 
concentrations of citric acid in a time dependent manner. Also, the results of the apoptosis 
induction in treated HT-29 cell line with different concentrations (400, 800 and 1600 μg/
ml) of citric acid, after trinary incubation time (24, 48 and 72 hours) using Annexin 
V-FITC/PI test showed that the percentage of the early and late apoptosis cells increased 
with increasing citric acid concentration and incubation time, which increased the 
percentage of apoptosis compared to the control group is significant in all three times of 
24, 48 and 72 hours.

Conclusion: The results indicate that citric acid can reduce the bioavailability of 
colorectal adenocarcinoma cells by inducing apoptosis pathway. 
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