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 چکیده
ثیرگذاری بر اکسیدانی، تا هابی، آنتیدهند که اوژنول با فعالیت ضد الت های اخیر بسیاری از مطالعات علمی و پزشکی نشان می در سال مقدمه:

ر اوژنول بر اضر نیز اثحهش ستا پژوتواند در پیشگیری و کاهش سرعت پیشرفت سرطان مفید واقع شود. در همین را سلولی و القاء آپوپتوز می چرخه
ر داده را مورد بررسی قرا (HT-29)های رده سرطان کولون انسان در سلول CASP9و  CASP8های  ت زیست پذیری و میزان بیان ژنقابلی

 است.

درصد  10ا بغنی شده  RPMI-1640در محیط کشت  (HT-29)های رده سرطان کولون انسان در پژوهش حاضر سلول ها: مواد و روش

های  ژنول و انکوبه شدن در زمانمیکرومولار او 1000و  900، 750، 500، 250های  ها در غلظت سرم جنین گاوی کشت داده شدند. با تیمار سلول
 نیز به وسیله CASP9و  CASP8های  بررسی شد. بیان ژن MTTها با استفاده از آزمون  ت زیست پذیری سلولساعت، میزان قابلی 72و  48، 24

 و در سه زمان مورد بررسی قرار گرفت. میکرومولار 750های تیمار شده در غلظت  در سلول Real-time PCRتجزیه و تحلیل 

ته این دند که البشنده مواجه های ز ت زمان تیمار، هر دو رده سلولی با کاهش درصد سلوللظت و مدهمگام با افزایش غ: های پژوهش یافته

ان ــــمیکرومولار، بی 750ه با غلظت چنین در رده تیمار شد های فیبروبلاستی مشاهده شد. هم ای سرطانی بسیار بیشتر از سلولـــه کاهش در سلول
 .های کنترل افزایش یافت داری نسبت به گروه به صورت معنی CASP9و  CASP8های  ژن

های  ان ژنافزایش بی ون از طریقهای رده سرطان کول دارای اثر مهاری بر رشد، تکثیر و تهاجم سلول اوژنول احتمالاًبحث و نتیجه گیری: 

CASP8  وCASP9 های دودمان سرطانی  دارد و آپوپتوز را در سلولHT-29 های عادی  طر سرطانی شدن سلولالقاء کرده و موجب کاهش خ
 شود.
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 مقدمه

مشکلات  اساسی ترین از یکی همواره سرطان
داد زیاد ــــم تعـــرغ است. علی بوده بشری جوامع

 لات در دهه گذشته، سرطان همها و تحو پژوهش
انی است. طبق آمار اخیر سرطان چنان یک قاتل جه

های  مین عامل مرگ و میر در جهان پس از بیماریدو
یند سرطانی شدن آ. فر(1)آید عروقی به شمار می-قلبی

ای آغاز شده و به طور  های روده از ایجاد پولیپ
سال به تومورهای  12تا  8متوسط پس از گذشت 

 بیماری این بدخیم سرطانی تبدیل خواهد شد. علائم
تب،  ها، عفونت نظیر علائم سایر به شبیه است ممکن

 حال در .(2)باشد روده التهابی های بیماری هموروئید و
 سرطان دارای بیماران برای انیـــدرم اقدامات حاضر
 وتراپیــــو رادی درمانی شیمی احی،جر شامل اساساً

ال شدن هـــایی که باعث فع جهش .(3)باشد می
گر  های سرکوب ال شدن ژنها و غیر فع آنکوژن

ی را در پیشـرفت سرطان شوند نقش مهم تومـور می
جهش، برای  5تا  4. حداقـل (4)کنند کولون ایفا می

و هر جهشی که  (5)رخ دادن سرطان کولون لازم است
ای حادتر خواهد  دهد باعث ورود بیماری به مرحلهرخ 
سرطان کولون در بین مردان سومین و در بین  .(6)شد

طان پستان بوده و مین سرطان شایع بعد از سرزنان دو
ت مرگ ناشی از سرطان در در حال حاضر سومین عل

ی طبق گزارش ثبت سرطان سالانه مل .(1)جهان است
سرطان شایع در بین ین ایران، سرطان کولون پنجم

های ایرانی،  مین در بین زنان است. گزارشمردان و سو
سال اخیر و  25حاکی از گسترش این بیماری در 
تر در مقایسه با  افزایش فراوانی آن در بین افراد جوان

توان به دو گروه  کاسپازها را می .(7)جوامع غربی است
در  1هایی که با کاسپاز کاسپاز (1 :(8)عمده تقسیم کرد

های یندد و در تولید سایتوکاین در طی فرآارتباط هستن
 .14و  13، 5، 4، 1های کاسپاز التهابی نقش دارند. مانند

دارند. یند آپوپتوز نقش اصلی آهایی که در فرکاسپاز (2
روه را . این گــــ10و  9، 8، 7، 6، 3، 2پاز مانند کاس

های الف: کاسپاز های زیر تقسیم کرد: توان به گروه می
که در شروع آپوپتوز نقش  10و  9، 8، 2آغازگر مانند 

 هاکاسپاز .7و  6، 3های مجری مانند: ب: کاسپاز دارند.

 بر دارند. بنای ع و انجام آپوپتوز نقش بسیار مهمدر شرو
ها و رسد که سطوح پایین کاسپاز این به نظر می

ها ممکن است منجر به کاهش  اختلال در عملکرد آن
ای نشان داده  آپوپتوز و سرطان زایی شود. در مطالعه

شده است که در بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال 
بسیار شایع است. در برخی از موارد  9-کاهش کاسپاز

ت بیشتر از یک کاسپاز از تنظیم خارج شود و ممکن اس
 .(9)شرایط را برای رشد و توسعه تومور مساعد کند

های واده پروتئازـــای خانــــیکی از اعض 8-کاسپاز
یند آپوپتوز آت و در فراسید آسپارتیک اس-سیستئین

به  N-mycبا تقویت  8-. آنزیم کاسپاز(8)نقش دارد
وما عمل ــگر تومور در نوروبلاست عنوان یک سرکوب

هایی که منجر به از  این جهش بر . بنا(10)کند می
شوند موجب ایجاد  8-دست دادن عملکرد آنزیم کاسپاز

های نوروبلاستومای مقاوم به آپوپتوز وابسته به  سلول
ال شده فع 9-کاسپاز .(10،11)گیرنده مرگ خواهند شد

دارای نقش کلیدی در پیش برد فرآیند آپوپتوز است. در 
اخیر انجام شده است، ارتباط  های مطالعاتی که در سال

 ومـــو ابتلا به لنف 9-صی بین میزان بیان کاسپازمشخ

NHL(Non-Hodgkin Lymphoma ) سرطان ریه
رسد وجود  ر میـــبه نظ .(12)تـــمشاهده شده اس

تواند یک  می CASP9مورفیسم در پروموتور ژن  پلی
و  9-پروتئین کاسپازعامل برای اختلال در عملکرد 

کاهش بیان ژن این پروتئین شود که به عنوان یک 
عامل زمینه ساز همراه با عوامل محیطی، یک عامل 

 با امروزه .(12)شود خطر ابتلا به سرطان محسوب می
 کاربرد جدید، های درمان زمینه در تحقیقات گسترش

 .است گرفته قرار نظر مد دارویی درمانی گیاهان اثرات
اکسیدانی،  التهابی، آنتی اوژنول با فعالیت ضد

تواند در  ثیرگذاری بر چرخه سلولی و القاء آپوپتوز میتا
پیشگیری و کاهش سرعت پیشرفت سرطان مفید واقع 

( با فرمول allyl-2-methoxyphenol-4اوژنول)شود. 
یکی  21/164و وزن مولکولی  C10H12O2مولکولی 

از اجزاء اصلی روغن میخک بوده و هم چنین به میزان 
قابل توجه در روغن دارچین و روغن جوز هندی نیز 

اوژنول یک ترکیب شیمیایی عضو شود.  یافت می
 ست. ا( Phenylpropanoid)دهاـخانواده فنیل پروپانوئی
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مطالعات نشان داده است این ترکیب مهارکننده ژن 
COX-2ت دهنده فعالی، القاء کننده آپوپتوز، و افزایش

 .(13)است 3-پروتئین کاسپاز
چه  هدف از انجام این پژوهش روشن نمودن هر
 اصربیشتر مکانیزم عمل این ترکیب در مواجهه با عن

 سرطان کولون ردههای  تنظیمی کاسپازها در سلول
HT-29 ثر ولی مفی این ترکیب به عنوان عامو معر

مبتلایان به سرطان کولون جهت کمک به درمان 
 است.

 ها  مواد و روش
کاربردی است. -این پژوهش یک مطالعه بنیادی

 ش ازـــفاده در این پژوهـــسلولی مورد است رده
ه  ت کانستیتوپاستور ایران تهیه شد. لازم به ذکر اس

ت ه صورپاستور ایران بهای تهیه شده از انستیتو سلول
ند تکوینی منتقل شد-منجمد به مرکز تحقیقات سلولی

 وو مراحل ذوب سلولی، طبق دستورالعمل آن موسسه 
د ــبه صورت کاملاً استریل انجام شد. سپس درص

ن تعیی های زنده با رنگ آمیزی توسط تریپان بلو سلول
یر ذناپذهای زنده نسبت به ورود رنگ، نفو گردید. سلول

ذب جگ را ـــرده رنـــهای م بوده در حالی که سلول
 نمایند. می

ها در معرض  : سلول1 گروه :گروه های آزمایش
: 2گروه  میکرومولار اوژنول قرار گرفتند. 250غلظت 

میکرومولار اوژنول  500ها در معرض غلظت  سلول
 750ها در معرض غلظت  : سلول3گروه  قرار گرفتند.

ها در  : سلول4گروه  میکرومولار اوژنول قرار گرفتند.
 میکرومولار اوژنول قرار گرفتند. 900معرض غلظت 

میکرومولار  1000ها در معرض غلظت  : سلول5گروه 
ها تنها در  گروه کنترل: سلول اوژنول قرار گرفتند.

 RPMI-1640 + 10%)معرض محیط کشت کامل 

FBS) .لازم به ذکر است که این غلظت ها  قرار گرفتند
ت آمده به دس قبلیبر اساس نتایج حاصل از آزمایشات 

جهت بررسی اثر اوژنول بر میزان بیان دو ژن  است.
CASP8  وCASP9های دومان ، سلول HT-29  در

میکرومولار به  750معرض تنها یک غلظت از اوژنول)
واسط( به همراه گروه کنترل در سه  عنوان غلظت حد

گرفتند.  ساعت  قرار 72و  48، 24زمان انکوباسیون 
ره مورد استفاده در وثمه لازم به ذکر است که ماد

از درصد  99پژوهش حاضر به صورت مایع با خلوص 
اری ــــام تجــــبا ن Sigma-Aldrichت ـــــشرک

Eugenol, Reagent Plus(R) 99% ماره ـــــو ش
 ه شد. تهی E51791محصول 

جهت استخراج  :cDNAو تهیه  RNAاستخراج 
RNA های  تام سلولی برای سنجش میزان بیان ژن

CASP8  وCASP9  106در اثر تیمار با اوژنول، ابتدا 
های  سلولی به طور جداگانه و در گروه ردهسلول از 

کشت داده  T-25های  کنترل و آزمایشی در فلاسک
های  ساعت و چسبیدن سلول 24شدند. پس از گذشت 

لیه کشت او ها، محیط تازه کشت شده به کف فلاسک
شستشو داده شدند.  PBS ها با بافر خارج شده و سلول

 750سپس محیط کشت کامل حاوی غلظت 
ها  میکرومولار اوژنول به عنوان تیمار به فلاسک

 48، 24ها در سه زمان  افزوده شد و در نهایت فلاسک
در این  ساعت مورد انکوباسیون قرار گرفتند. 72و 

برای حذف  Takaraشرکت  DNaseتحقیق از کیت 
دست ه و ب RNAهای  از نمونه DNAهای  مولکول
های تیمار شده  خالص استفاده شد. نمونه RNAآوردن 

ه ـــدرج -80برای نگهداری به فریزر  DNaseبا 
منتقل شدند. سپس به منظور تبدیل سانتی گراد 

mRNA  بهcDNA  و استفاده از آن در واکنشPCR 
لازم است واکنش رونویسی معکوس صورت گیرد. این 

 RNAز به حضور پرایمری دارد که بتواند با واکنش نیا
پلیمراز وابسته به  DNAهیبرید شود و توسط آنزیم 

RNAیند آاخته شود. در نتیجه این فرــــ، دنباله آن س
گردد. برای  اد میـــــایج cDNAهایی از  خهـــنس
 RevertAID First Strandش از ــــنــن واکـــای

cDNA Synthesis Kit (Fermentase)  استفاده
 .شد

مرهای مورد استفاده در این ــــپرای :پرایمرها
های مربوطه طراحی و  تحقیق، ابتدا بر اساس توالی ژن

سنتز شدند که در  Macrogenسپس توسط شرکت 
 آورده شده است. 1شماره  جدول
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 توالی پرایمرها .1شماره  جدول
Primers  gene Size bp 

5'- AGAAGAAGGTGACTGGTGGCTGC -3' F CASP

8 

289 
5'- AATGTAGTCCAGGCTCAGGAACTTG -3' R 

5'- ATTTGGTGATGTCGGTGCTCTTG -3' F CASP

9 

231 

5'- ATTTTCTTGGCAGTCAGGTCGC -3' R 

5'- GGGAAGGTGAAGGTCGGAGTC -3' F GAPD

H 

237 

5'- TCGCTCCTGGAAGATGGTGATG -3' R 

 
برای انجام این  :Real Time RT- PCRواکنش 

 dNTP، مخلوط x5واکنش از کیت مربوطه حاوی بافر 
ین از یک رنگ چن مراز استفاده گردید. هم و آنزیم پلی

دو  DNAونده به ــصل شفلورسنت اختصاصی مت
گر مورد نیاز برای ساخت  ای به عنوان گزارش رشته

Master Mix .تحت عنوان سایبرگرین استفاده شد ،
صل ای مت دو رشته DNAسایبرگرین به شیار کوچک 

 بر کند؛ بناشود و در اثر تهییج از خود نور ساطع می می
، میزان فلورسانس نیز PCRاین با افزایش محصول 

لازم به ذکر است که ژن مرجع در یابد.  افزایش می
مراحل انجام کار به است.  GAPDHپژوهش حاضر 

 15ایی ــــاین صورت بود که مخلوطی به حجم نه
 cDNA ،3/0ر ـــکرولیتـــمی 5/1میکرولیتر شامل 
 کرولیتر پرایمرـــمی Forward ،3/0 میکرولیتر پرایمر

Reverse ،4/5  میکرولیترRNase-free water  5/7و 
تهیه شد. شرایط دمایی واکنش  SYBRمیکرولیتر 

Real-time RT PCR ا شرایط دمایی و ــــمطابق ب
انتی گراد ــــدرجه س 95تدا ــــزمانی زیر بود: در اب

دقیقه در چرخه  5الگو برای  cDNAواسرشت سازی 
چرخه تکرار  40برنامه دمایی زیر در دو سپس  اول و
 65و  66ثانیه،  15درجه سانتی گراد برای  95شد: 

ب برای ــه به ترتیــــثانی 20درجه سانتی گراد برای 
( و دمای GAPDHو  CASP9و ) CASP8ژن های 

ثانیه. واکنش  25درجه سانتی گراد برای  72نهایی 
برای هر ژن  Ctانجام و  cDNAبرای هر نمونه 
رسد  زمانی که واکنش به پایان میمحاسبه گردید. 

دهد. که عبارتند از:  دستگاه به ما دو دسته اطلاعات می
 Quantificationحالت اول: این اطلاعات به نام 

Analysis چنین دارای منحنی خام  باشد. هم می
ترین  باشد. مهم پیشرفت واکنش، جدول محاسبات می

است. حالت دوم: این اطلاعات  Ctاین اطلاعات مقدار 
باشد و به بررسی صحت  مربوط به منحنی ذوب می

 Real time PCRپردازد. دستگاه  ش میانجام آزمای
 Rotor Geneاستفاده شده برای انجام این پژوهش 

دارد که،  Corbettزار به نام ـــباشد. نرم اف می 6000
تواند محاسبات کمیت سنجی را به دو روش انجام  می

، Corbettافزار  دهد. محاسبات انجام شده توسط نرم
اول: در این مرحله باشد. فرم  شامل موارد زیر می

کند و معادله منحنی  دستگاه منحنی استاندارد رسم می
افزار تابعی که در  آید. نرم دست میه رسم شده ب

کند و محاسبات را با آن انجام  شرایط اپتیمم رسم می
رود. فرم  دهد، طبق الگوی معادله زیر پیش می می

 دوم: در فرم دوم دستگاه از روش محاسبات به نام
∆∆ct (.14کند) نسبت بیان دو ژن را محاسبه می 

آنالیز آماری داده های این تحقیق با  :آنالیز آماری
 انجام شد. از آن 21 نسخه SPSSاستفاده از نرم افزار 

جا که داده ها از توزیع نرمال برخوردار بودند، با روش 
 post testآنالیز واریانس یک طرفه و با آزمون پشتیبان 

LSD صورت ه ارزیابی شدند و نتایج بMean±SEM 
 95ها  حدود اطمینان برای همه آزمایشارائه شد. 

معنی دار محسوب  P<0.05 در نظر گرفته شد ودرصد 
 گردید.

 پژوهش یها یافته
 ها: ثیر اوژنول بر میزان زیست پذیری سلولات
، 500، 250های  در غلظت HT-29 ردههای  سلول
های  ت زمانمیکرومولار برای مد 1000و  900، 750
ساعت کشت داده شدند. مشاهدات  72و  48، 24

داد ـــه تعیکروسکوپی حاکی از کاهش قابل توجم
م زمان با افزایش غلظت دارو و های سرطانی ه سلول

ت زمان تیمار بود. در ادامه تصاویر میکروسکوپی مد
لظت های سرطانی تیمار شده با غ گروه آزمایشی سلول

ت ر اوژنول و گروه کنترل آن در مدمیکرومولا 750
ساعت به عنوان نمونه با هم مقایسه شده اند  72زمان 

 آورده شده است. 2و  1شماره  که در شکل های
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 )گروه کنترل( HT-29سرطان کولون  رده. سلول های 1شماره  شکل

 

 
 میکرومولار اوژنول( 750)تیمار با غلظت  HT-29سرطان کولون  رده. سلول های 2 شماره شکل

 
 یق تر میزانــــدر این مطالعه برای بررسی دق

های  های تیمار شده با غلظت زیست پذیری سلول
استفاده شد. جهت  MTTمختلف اوژنول از تست 

وی ف اوژنول بر رــــهای مختل ثیر غلظتابررسی ت
های  های کشت شده، میزان جذب نوری سلول سلول

ورد ساعت م 72و  48، 24کشت شده در سه بازه زمانی 
 زده اهای زن بررسی قرار گرفت و در ادامه درصد سلول

 نسبت جذب نوری تیمارهای مختلف به نمونه کنترل
 محاسبه شد.

نتایج بررسی زیست پذیری سلول ها در مجاورت 
ثیر اوژنول الیه تدر بررسی او :تساع 24اوژنول پس از 

 ،HT-29سلولی  ردههای زنده در  بر درصد سلول
های زنده برای تیمار میزان جذب نوری و درصد سلول 

، 250های با غلظت  HT-29های  ساعته سلول 24
میکرومولار اوژنول مورد  1000و  900، 750، 500

رفت. میزان جذب نوری نسبت به ـــبررسی قرار گ
ولی ــــسل ردههای مختلف تیمار اوژنول در  غلظت

HT-29 نشان داده شده است. 1شماره  در نمودار 
 
 

 
 HT-29ساعته اوژنول در سلول های  24. میزان بقای سلولی در غلظت های مختلف تیمار 1 شماره نمودار

 
ها در مجاورت نتایج بررسی زیست پذیری سلول 

در ادامه به بررسی تیمار  :ساعت 48اوژنول پس از 
 ردههای زنده در  ساعته بر درصد سلول 48اوژنول 

پراخته شد. در این راستا میزان جذب  HT-29سلولی 
ساعته  48های زنده برای تیمار  نوری و درصد سلول

، 750، 500، 250های  با غلظت HT-29های  سلول
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میکرومولار اوژنول مورد بررسی قرار  1000و  900
های  میزان جذب نوری نسبت به غلظت گرفت.

 در نمودار HT-29مختلف تیمار اوژنول در رده سلولی 
 قابل مشاهده است. 2شماره 

 
 

 
 HT-29ی ساعته اوژنول در سلول ها 48 ماریمختلف ت یدر غلظت ها یسلول یبقا زانیم .2 شماره نمودار

 
نتایج بررسی زیست پذیری سلول ها در مجاورت 

در این مرحله به بررسی تیمار  :ساعت 72اوژنول پس از 
 ردههای زنده در  ساعته بر درصد سلول 72اوژنول 

پراخته شد. نتایج بررسی جذب نوری  HT-29سلولی 
نمایش  3شماره  اوژنول در نمودار ساعته 72برای تیمار 

 است. داده شده
 

 
 HT-29 یساعته اوژنول در سلول ها 72 ماریمختلف ت یدر غلظت ها یسلول یبقا زانیم .3 شماره نمودار

 
ر ثیر اوژنول بادست آمده از ته مقایسه نتایج ب

ده ت آمـــدسه ج بــــــنتای :زیست پذیری سلول ها
ای سرطانی ـــــه بر روی سلول MTTتوسط آزمون 

HT-29 ار اوژنول درد نیــــنده اثر معـــــنشان ده 
ت؛ ها اس ولــــد و تکثیر این سلــــش رشــــکاه

ت دـــثر هم وابســــته به زمـــان و هم به شـاین ا
ار ــــیمــــول در تـــت اوژنــــته به غلظــــوابس
 باشد.  می

مطابق با شکل،  :Real-time RT PCRنتایج 
به طور متوالی در  Real-time PCRهای  سیکل
سیکل  40های مربوطه در  ژن Annealingدمای 

 Melt)منحنی ذوب 4شماره  نموداردر  تکرار شدند.

Curve)  مربوط به ژن هایCASP8 ،CASP9  و ژن
که به صورت هم زمان برای همه  GAPDHمرجع 

له نشان ـــنمونه ها انجام شده است. نمودار با یک ق
 می دهد که بیان ژن به صورت اختصاصی بوده است.
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 که به صورت هم زمان GAPDHو ژن مرجع  CASP8 ،CASP9مربوط به ژن های  (Melt Curve)منحنی ذوب .4 شماره نمودار

 برای همه نمونه ها انجام شده است. نمودار با یک قله نشان می دهد که بیان ژن به صورت اختصاصی بوده است 

 
منحنی تکثیر ژن های  5شماره  نموداردر 
CASP8 ،CASP9  و ژن مرجعGAPDH یه برای کل

میکرومولار  750نمونه های تیمار شده در غلظت 
 داده شده است.اوژنول نشان 

 
 

 
 برای GAPDHو ژن مرجع  CASP8 ،CASP9منحنی تکثیر ژن های  .5 شماره نمودار

 میکرومولار اوژنول 750ه نمونه های تیمار شده در غلظت کلی 

 
درحضور  HT-29سلولی  ردهدر  CASP8بیان ژن 
در حضور  CASP8تغییرات بیان ژن  :تیمار اوژنول

های  ولــساعته در سل 72و  48، 24تیمار اوژنول 
HT-29  نشان داد که بیان این ژن در حضور تیمار

ساعته  24انی تیمار ـــای زمـــه ازهـــاوژنـول در ب
(P=0.046 ،)48 ـــــاعتــــــس(هP=0.003 و )72 

یابد  می( به صورت معناداری افزایش P<0.001ساعته)
 نشان داده شده است. 6شماره  که در نمودار

 
 
 

 
  750همراه با غلظت  HT-29در سلول های  CTبر اساس  CASP8میزان تغییرات بیان ژن  .6 شماره نمودار

 P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001*ساعت.  72و  48، 24میکرومولار اوژنول در سه زمان 
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درحضور  HT-29سلولی  ردهدر  CASP9بیان ژن 
در حضور  CASP9تغییرات بیان ژن  :تیمار اوژنول

های  ولـــساعته در سل 72و  48، 24تیمار اوژنول 
HT-29  نشان داد که بیان این ژن در حضور تیمار

(، P=0.029ساعته) 24های زمانی تیمار  اوژنول در بازه
( به P=0.008ساعته) 72( و P=0.043ته)ــــساع 48

شماره  که در نمودار یابد صورت معناداری افزایش می
 .نشان داده شده است 7

 
 

 
  750همراه با غلظت  HT-29 یدر سلول ها CTبر اساس  CASP9ژن  انیب راتییتغ زانیم . 7 شماره نمودار

  P<0.05; **P<0.01* ساعت. 72و  48، 24اوژنول در سه زمان  کرومولاریم

 

 و نتیجه گیری بحث

ـــانی اوژنول بر طی تحقیقی در رابطه با اثر درم
ه به آپوپتوز، آنژیوژنز و سرطان معده در رت با توج

های  های سرطانی به عنوان شاخص تهاجم سلول
نشان داد اوژنول با تنظیـم اصلی انجام شد که نتایج 

 1، فعال کردن فـاکتور Bcl-2های خانواده  پروتئین
و پروتئاز  Cسـیتوکروم  (،Apaf-1)پروتئاز آپوپتوتیک

سیستئین آسـپارتیک، با القاء آپوپتوز مانع از حمله 
در تحقیق حاضر در ابتدا  شود. سرطان و آنژیوژنز می

ول بر توانایی ـــــرگذاری اوژنــت و اثمیزان سمیـــ
ها و طول  های سرطانی در غلظت زیست پذیری سلول

نتایج حاصل  های تیمار مختلف بررسی شد که دوره
نشان داد که درصد مرگ سلولی با افزایش غلظت و 

در یک  مار با اوژنول افزایش یافته است.طول زمان تی
روه آزمایشی از ــمقایسه به عنوان نمونه در یک گ

 48که به مدت  HT-29سرطانی  ردهای ه سلول
میکرومولار  750ساعت در تیماری از اوژنول با غلظت 

های زنده نسبت به گروه  قرار گرفته بودند، درصد سلول
پس از بررسی میزان  .بوددرصد  18/43کنترل به 

ها در  اثرگذاری اوژنول بر توانایی زیست پذیری سلول
ترکیب در القاء آپوپتوز های مختلف، توانایی این  غلظت

های  های کدکننده پروتئین از طریق بیان بیان ژن
وزی دخیل در مسیر مرگ سلولی مورد ـــپیش آپوپت

ها برای  بررسی قرار گرفت. بدین صورت که سلول
ثیر اساعت تحت ت 72و  48، 24های  ت زمانمد

میکرومولار از اوژنول قرار گرفتند؛ سپس  750غلظت 
ها  در آن CASP9و  CASP8های  ژنمیزان بیان 

ده حاکی از افزایش اندازه گیری شد. نتایج به دست آم
های کنترل،  ه هر دو ژن نسبت به گروهبیان قابل توج

انی بود و ـــسلولی سرط ردهبر روی  در طول زمان و
ت درمان کنندگی اوژنول بر نشان دهنده قابلیمی تواند 

علاوه تحقیقات ارائه شده های سرطانی باشد. به  سلول
در ادامه، شواهد محکمی بر اثبات نتایج حاصل شده از 

، 2003کیم و همکاران در سال  پژوهش حاضر هستند:
ثیر اوژنول بر میزان بیان ژن ابه مطالعه در رابطه با ت

COX-2 سرطانی کولون  ردههای  در سلولHT-29 
و ی در ایجاد التهاب نقش مهم COX-2پرداختند. ژن 

ها نشان داد  های آن سرطان زایی در کولون دارد. یافته
را مهار کند. از  COX-2تواند بیان ژن  اوژنول می

، حاکی از MTTها به کمک آزمون  سویی دیگر یافته
های  تواند مانع از تکثیر سلول آن بود که اوژنول می

شود. در پژوهش حاضر  HT-29سرطانی کولون  رده
، هر دو MTTنیز مشاهدات میکروسکوپی و آزمون 

سرطانی  ردهحاکی از کاهش رشد و تکثیر سلول های 
HT-29 2005گاش و همکاران در سال  .(15)بودند ،

های  ثیر اوژنول بر رشد سلولابه مطالعه در رابطه با ت

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

27
.5

.8
5 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jim

u.
m

ed
ila

m
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

03
 ]

 

                             8 / 12

http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.27.5.85
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-5341-fa.html


 98دوره بیست و هفت، شماره پنجم، دی   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

93 
 

ها حاکی از آن بود که  های آن ملانوما پرداختند. یافته
و متوقف  E2F1اوژنول با جلوگیری از رونویسی عناصر 

های  ، مانع از رشد سلولSکردن چرخه سلولی در فاز 
و همکاران در سال  مانیکاندان .(16)شود ملانوما می

ژنول بر ، پژوهشی در رابطه با اثر درمانی او2010
آپوپتوز، آنژیوژنز و ه به سرطان معده در رت با توج

های  های سرطانی به عنوان شاخص تهاجم سلول
ها دریافتند که اوژنول با تنظیم  اصلی انجام دادند. آن

 1ال کردن فاکتور ، فعBcl-2های خانواده  پروتئین
و پروتئاز  Cسیتوکروم (، Apaf-1)پروتئاز آپوپتوتیک

سیستئین آسپارتیک، با القاء آپوپتوز مانع از حمله 
های  شود. بررسی بیان ژن سرطان و آنژیوژنز می

CASP9  وCASP3 های سرطانی تیمار  در موش
ثیر این ترکیب در اشده با اوژنول نشـان دهنده ت

افزایش بیان هر دو ژن بود. در پژوهش حاضر نیز 
اثر تیمار با اوژنول در  CASP9افزایش بیان ژن 

، به 2010و همکاران در سال  پال .(17)مشاهده شد
مطالعه اثر اوژنول در ارتباط با سرطان پوست در موش 

، DMBAها با استفاده موضعی از  پرداختند. آن
تومورهای پوستی را در موش القاء کرده و سپس به 

ها توسط تجویز خوراکی اوژنول  روزه موش 15درمان 
ثیر درمانی اوژنول بیان اها برای بررسی ت پرداختند. آن
و  RT-PCRهای  ها را به کمک تکنیک برخی از ژن

دست آمده ه گیری نمودند. نتایج ب وسترن بلات اندازه
های پوستی، دازه توموردهنده کاهش در بروز و ان نشان

ها برای فهم  ها شد. آن ی بقای موشافزایش کل
دی در ارتباط با های متعد دیده ژنمکانیسم این پ
مورد بررسی  CASP3و  Bcl2 ،P53آپوپتوز از جمله 

ها افزایش سطح بیان ژن  قرار دادند که در بین آن
CASP3 ه پژوهش در اثر تیمار با اوژنول مورد توج

و همکاران در سال  جاگاناتان .(18)حاضر قرار گرفت
که میزان اثر آپوپتوزی اوژنول، وابسته دریافتند  2011

های  ش است. بررسیـــبه دوز و نوع سلول مورد آزمای
های  آن ها نشان داد که چرخه سلولی، در سلول

از سرطانی مورد تیمار قرار گرفته به وسیله اوژنول، در ف
SubG1ف ــــته به زمان متوقیند وابسآیک فر ، طی

ها برای روشن شدن هر چه بیشتر نقش  شود. آن می
های سرطانی تیمار  ها در القاء آپوپتوز در سلولکاسپاز

های  شده توسط اوژنول پیشنهاد کردند که بیان ژن
CASP8  وCASP9 ها مورد بررسی  در این سلول
، به 2011و همکارش در سال  ویدیا .(19)قرار گیرد

سرطان  ردههای  مطالعه اثر اوژنول بر روی سلول
ها علاوه بر مشاهده  پرداختند، آن MCF-7پستان 

های سرطانی متوجه اهمیت  کاهش رشد و تکثیر سلول
ها  ت زمان تیمار سلولمیزان غلظت مورد استفاده و مد

توسط اوژنول شدند. در پژوهش حاضر نیز به طور 
ت زمان تیمار یر افزایش غلظت و طول مدثامشابه ت

الشریف و  .(20)ها توسط اوژنول مشاهده شد سلول
، پژوهشی در رابطه با اثر 2013همکاران در سال 

های سرطان پستان انجام دادند  اوژنول بر سلول
مشاهده کردند که اوژنول از طریق کاهش تنظیم 

E2F1/Survivin  و مستقل ازp53  وERα  موجب
شود؛ علاوه بر آن  های سرطانی می آپوپتوز سلول

نده برخی ـــکنارــــمشاهده کردند که اوژنول مه
ته به سرطان پستان از جمله: ــــهای وابس آنکوژن

NF-κB و cyclin D1 یند آها در فر است. آن
مطالعاتشان دریافتند که اوژنول موجب افزایش سطح 

دست آمده از ه شود. نتایج ب می Caspase-9پروتئین 
پژوهش حاضر نیز هم سو با تحقیقات الشریف و 

، 2014و همکاران در سال  مجید .(21)همکاران است
ثیرات آپوپتوزی نانو امولسیون اپژوهشی در رابطه با ت

های سرطانی کولون و کبد به انجام  اوژنول در سلول
ها، توقف رشد و کاهش تکثیر  لرساندند و آپوپتوز سلو

ها دریافتند  سرطانی را مشاهده نمودند. آن ردههر دو 
(، ROSکه اوژنول از طریق تولید اکسیژن واکنشی)

دست آمده از ه شود. نتایج ب موجب القاء آپوپتوز می
های مجید و  پژوهش حاضر نیز تناقضی با یافته

، 2017 و همکاران در سال الوافای .(22)همکاران ندارد
ت شیمیایی سلول های به مطالعه در رابطه با حساسی

به اوژنول پرداختند.  MCF-7تان ــــانی پســسرط
کاهش زیست پذیری  ها عبارت بودند از: های آن یافته

های  وابسته به دوز اوژنول و کاهش تکثیر سلول
MCF-7افزایش اکسیژن واکنشی ،(ROS ،) کاهش

و پتانسیل غشای میتوکندریایی و انتشار  ATPسطح 
به درون محیط  Cلاکتات دهیدروژناز و سیتوکروم 

کشـت سلولی. سطوح بیان هر دو مـارکر ضـد و پیـش 
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، نیز بدون دگرگونی در Baxو  Bcl-2آپوپتـوزی 
ها، با افزایش غلظت اوژنول،  وابستگی نسبی آن

تیمار  MCF-7های  کاهش یافت؛ از طرف دیگر سلول
های تیمار نشده بیـش از  شده با اوژنول همانند سلول

این مشخص شد  بر کردند. بنا را بیان می Bcl-2حد 
 Bcl-2ت اوژنول وابسته به مسیر آپوپـتوزی که سمی

دست آمده از پژوهش حاضر نیز ه نیست. نتایج ب
 .(23)های الوافای و همکاران ندارد تناقضی با یافته

 دریافتند که 2017کارش در سال ــــو هم فانگجون
های  ایی زنده ماندن سلولــــواند توانـــت اوژنول می

چنین از جا به جایی  سرطانی ریه را کاهش دهد و هم
ها به اطراف از طریق مسیر  ها و تهاجم آن سلول

PI3K/Akt  .در شرایط آزمایشـگاهی جلوگیری کند
مشاهدات این دو پژوهشگر حاکی از کاهش سطح بیان 

phosphate-Akt  وMMP-2 های سرطانی  در سلول
 ریه بعد از تیمار شدن با اوژنول بود. نتایج به دست آمده

 گ جون و ـاز پژوهش حاضر نیز هم سو با تحقیقات فان
 

 .(24)همکاران است
-RT Realو  MTTنتایج به دست آمده از آزمون 

time PCR گر این  انجام شده در پژوهش حاضر، بیان
ت با له هستند که اوژنول احتمالاً قادر اسئمس

و  CASP9و  CASP8های  ثیرگذاری بر بیان ژنات
ها که در واقع  ول آنــــصـــافزایش میزان تولید مح

های پیش آپوپتوزی هستند، آپوپتوز را در  پروتئین
و از این  کندالقاء  HT-29سرطانی  ردههای  سلول

 ثر واقع گردد.وطریق در پیشگیری و درمان سرطان م

 سپاسگزاری
مقاله برگرفته از پایان نامه کارشناسی ارشد این  

اشد که با حمایت دانشگاه آزاد ـــب مولف اول می
قیقات این دانشگاه به انجام ــــشهرکرد و در مرکز تح

نده مقاله مراتب تشکر ــــرسید، که بدین وسیله نویس
و تمام کسانی گاه ــــی خود را از این دانشـــو قدردان

اعلام اندند را ــــاری رســـش یــــکه در این پژوه
 می نماید.
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Abstract 

Introduction: Many scientific and medical 

studies in the recent years have shown that 

Eugenol could be an effective reagent in 

preventing and reducing cancer progression 

by antioxidant and anti-inflammatory 

activities and induction of apoptosis in 

cancer cells. In this regard the present study 

also examined the effect of Eugeonl on the 

viability and expression of CASP8 and 

CASP9 genes in human colorectal cancer 

cell line (HT-29). 

 

Materials & Methods: In the present study, 

human colorectal cancer cell line (HT-29) 

was cultured in RPMI-1640 medium 

enriched with 10% bovine serum. The cells 

were treated in different concentration (250, 

500, 750, 900, 1000 μM) of Eugenol and 

incubated for 24, 48 and 72 hours. After 

that cell viability was analyzed by MTT 

assay. The expression of CASP8 and 

CASP9 genes was also evaluated by Real-

time PCR analysis in treated cells at 750 

μM concentration of Eugeonl and during 

24, 48 and 72 hours, incubation. 
 

Findings: Along with increasing 

concentration and duration of Eugenol 

treatment, both cell lines encountered a 

decrease in the percentage of live cells. 

Although this reduction was found to be 

much higher in the cancer cells than in 

fibroblastic cells. Also, in the treated group 

with a concentration of 750 μm, expression 

of CASP8 and CASP9 genes significantly 

increased compared to control groups. 

 

Discussion & Conclusions: Eugenol may 

have an inhibitory effect on the growth, 

proliferation and invasion of colon cancer 

cells by increasing the expression of 

CASP8 and CASP9 genes, and inducing 

apoptosis in HT-29 cancer cells and 

reducing the risk of cancerous cell 

proliferation it turns out. 

 

Keywords: Eugenol, Apoptosis, HT-29, 

CASP8, CASP9 
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