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Abstract 

Aim and Background: Breast cancer is the most common cancer in women, which is the main cause 

of cancer-related death in women. The use of herbal compounds as anti-tumor with less side effects 

than chemotherapy has been considered. But it seems that over time drug resistance will reach this type 

of material. This study has been conducted to determine the effect of plant extracts and exosomes 

extracted from their effects on MCF7 cancer cells. 
 

Material and methods:  In this comparative study, MCF7 cells were cultured in medium and treated 

with different concentrations of oleuropein, quercetin, coumarin and Valproic acid for 24 hours. Then 

the cell viability was evaluated by MTT method and its IC50 values were calculated and exosome was 

extracted from the culture medium of the treatments and applied to MCF7 and their IC50 values were 

also calculated by MTT method.  

 
Results: The results of MTT confirmed the inhibitory properties of four natural substances and their 

combination on MCf7 cells. Coumarin and quercetin were the most effective treatments of the studied 

materials. But the exosome obtained by applying 50% of their concentration had an inhibitory role with 

higher concentrations and the exosomes obtained from their IC75 actions had played their role in lower 

inhibitory concentrations. 

 

Conclusion: Inhibition of breast cancer cells by the exosomes obtained from the combination of the 

above-mentioned 4 substances occurred in a lower dose Because at this concentration, all cell death-

inducing substances and their signals accumulate in the exosome, and by transferring into cancer cells, 

they induce cell death. 
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  تیمار شده MCF7هایسلول های استخراج شده ازاگزوزوم اثربررسی 

 رشد مهاردر های متفاوت با مکانیسم طبیعیموثره مواد  توسط

 پستان های سرطانیسلول
 1سعید قربیان ،4محمدرضا علیوند ،3بهبود جعفری ،*2محمد ضعیفی زاده ،1شقایق شفیقی

 ایران ،اهر اسلامی، آزاد واحد اهر، دانشگاه .گروه ژنتیک مولکولی،1

 ایران اردبیل، اسلامی، آزاد دانشگاه اردبیل، واحد شناسی، زیست گروه. 2

 ایران ،اهر اسلامی، آزاد .گروه میکروبیولوژی، واحد اهر، دانشگاه3

 ایران تبریز، تبریز، پزشکی علوم دانشگاه پزشکی، ژنتیک گروه .4

  چکیده

استفاده  است. زنان در سرطان از ناشی مرگ اصلی علتکه  باشدترین سرطان در زنان میسرطان پستان شایع: هدف و سابقه

رسد اما به نظر می .از ترکیبات گیاهی به عنوان ضد تومور با عوارض جانبی کمتر از شیمی درمانی مورد توجه قرار گرفته است

ماده مستخرج  چهارضد سرطانی اثر  بررسیبه مرور زمان مقاومت دارویی به این نوع مواد هم خواهد رسید. این مطالعه به منظور 

 تحت تیمار چهار ماده  بر مهار رشد سلولی انجام شده است.  های مستخرجاگزوزوم تاثیر و MCF7ای بر روی سلول هگیاهی 

 کوئرستین، های متفاوت اولئوروپین،غلظت و با شددر محیط کشت  MCF7های در این مطالعه قیاسی سلول: هاروش و مواد

  IC50ارزیابی و مقادیر MTTها با روش زیست پذیری سلول سپسساعت تیمار شدند.  24کومارین و والپیروئیک اسید به مدت 

اعمال و  MCF7 هایسلول بر روی واگزوزوم استخراج  توسط چهار ماده طبیعی،شده  تیمارمحیط کشت و از  شد آن محاسبه

 محاسبه شد.ها نیز آن  IC50میزان  MTTبه روش 

را تایید   MCf7هایها را بر روی سلولو ترکیب آنطبیعی  خاصیت مهار کنندگی چهار ماده  MTTنتایج حاصل از: هایافته

کرد. بیشترین تاثیر تیمارهای مواد مورد مطالعه را کومارین و کوئرستین به خود اختصاص داده بود. اما اگزوزوم حاصل از اعمال 

های مهاری ها در غلظتآن IC75های حاصل از اعمال های بالاتر داشت و اگزوزومدرصد غلظت آنها نقش مهاری با غلظت 50

ماده فوق الذکر در  4های حاصل از ترکیب های سرطانی سینه توسط اگزوزومایفا کرده بودند. مهار سلولپایینتری نقش خود را 

یابند و های آن در اگزوزوم تجمع میدوز کمتر اتفاق افتاده بود  زیرا در این غلظت، تمام مواد القا کننده مرگ سلولی و سینگال

 شوند.سلولی را عامل می های سرطانی القای مرگبا انتقال به داخل سلول

دهنده محتویات القا کننده نشان LC75توسط اگزوزوم های مستخرج ازغلظت   MCF7 های سرطانی مهار سلول :گیرینتیجه

 .کار رفته بودهها از داروهای بآپاپتوز در مسیرهای مختلف سلولی است. که برآیندی از تاثیر گرفتن سلول

 .Iau Science ، اگزوزوم اسید، والپیروئیک کوئرستین،کومارین، اولئوروپین،: کلیدی گانواژ

 

مقدمه

با  و باشدسرطان پستان شایع ترین سرطان در زنان می

درمان،  و سریع تشخیص در چشمگیر هایپیشرفت وجود

 100 از بیش در زنان درسرطان  از ناشی مرگ اصلی علت

 GLOBOCAN 2018 آخرین آماری (.1،2) است کشور

)آژانس بین المللی تحقیقات سرطان( از   IARC که توسط

میلیون مورد جدید  3/2آوری شده است، کشور جمع 185

را گزارش  ٪9/6( سرطان پستان و نرخ مرگ و میر % 7/11)

در  زیادی هایپیشرفت اخیر هایدرسال (.3کرده است)

 سرطان در درمان به پاسخ و بالینی دقیق جهت تشخیص

 سرطان هنگامزود تشخیص با. است داشته وجود پستان

 به توانمی ویژه، راهکارهای و مؤثر درمان ارائه و پستان

 بیماران زندگی کیفیتء ارتقا و مرگ کاهش بقا، افزایش

 با همراه جراحی شامل های فعلیدرمان نمود. شایانی کمک

 مورد در مسئله بزرگترین .است رادیوتراپی و درمانی شیمی

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

 نایرا اردبیل، اسلامی، آزاد دانشگاه اردبیل، واحد شناسی، زیست گروه

 :Mzaefi@gmail.com: پست الکترونیکی

 10/09/1401 :دریافت تاریخ

 12/10/1401 تاریخ پذیرش:
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 و طبیعی هایسلول روی بر هاآن سمیت درمانی شیمی

-می توموری هایسلول متأسفانه و  آن است جانبی عوارض

 تواناییشان در دلیل به ،درمانی هایروش این برابر در انندتو

 تولید افزایش درمانی، شیمی دارویی عوامل با مقابله

 هایسیگنال به حساسیت عدم و آپوپتوز ضد هایپروتئین

به همین  .(4،5شوند) مقاوم زاییسرطان در درگیر مختلف

 ترکیبات یا مؤثرتر و جدیدتر داروهای کشف به نیاز ،دلیل

 که نشان داده است اخیر تحقیقات .دارد وجود دارویی

کنترل  برای تومور آنتی عنوان به گیاهی ترکیباتاز  استفاده

 مضرات به توجه با و است بوده بخش نوید سرطانو درمان 

 اثرات با طبیعی داروهای به گرایش شیمیایی داروهای

نشان  .است یافته افزایش کم یا بدون اثرات جانبی جانبی

 در طبیعی هایفنول پلی از داده شده است که استفاده

 سرطانی ضد اثرات تواندمی درمانی شیمی با ترکیبی درمان

ماده  اولئوروپین، (.6،7کند) تعدیل را سرطان درمان در

های شیمیایی فنلی اصلی زیتون است که در تمام بخش

 شود.یافت می یتون به ویژه در میوه و برگ زیتوندرخت ز

  540 مولکولی وزن و  C25H23O13 فرمول اولئوروپین با

 (HT) یک استر از اسید اولئانولیک و هیدروکسی تیروزول

 نشان مطاللعات (.8،9کشف شد) 1908است که در سال 

 شیمیایی فعالیت زیتون روغن فنلی ترکیبات که است داده

 هایسلول مختلف انواع در سرطانی ضد و کننده محافظت

 (،12،13)پستان سرطان (،8،10،11سرطانی)

 هایسلول سایر ( و16)ملانوما (،14،15)پروستات

 چندین دارایماده همچنین  ایندارد.  (17سرطانی)

 التهابی، ضد اکسیدانی، آنتی هایخاصیت شامل خاصیت

 پوست از پیری و حفاظت ضد ویروسی، ضد میکروبی، ضد

-می زایی گر ضد قدرتمند عامل یکعلاوه بر آن  باشد.می

 هایرشته ساختن مختل طریق از طور مستقیمبه باشد، که

. اولئوروپین بیان (18)کندمی عمل هاسلول در اکتین

دهد در را افزایش می Bax و  p53 های پروآپوپتوزپروتئین

 و Bcl-2 جملههای ضد آپوپتوز از بیان پروتئین حالی که

HIF-1  همچنین مسیرهای مهاری  .دهدرا کاهش می

AKT بیان سرین/ترئونین  و دهدرا مورد هدف قرار می

، که اجزای آبشار (8)دهدرا کاهش می IB و (Akt) کیناز

اثرات اولئوروپین بر  (19)هستند  NF-kB سازیفعال

های سرطانی تحت تأثیر غلظت آن، زمان قرار گرفتن سلول

برای مثال  در معرض آن و نوع سلول سرطانی قرار میگیرد.

در  اولئوروپین داده شده است که به دنبال درماننشان 

 های سرطان سینهتکثیر سلول IC50دوزهای مختلف 

MCF-7   در شرایط آزمایشگاهی به روشی وابسته به زمان

پلی  طبیعی مواد دیگر از کومارین .(20)یابدکاهش می

 اشاره آن سرطانی ضد خواص به توانمی که است لیوفن

های ثانویه گیاهی کلاس از متابولیتها یک کومارین .کرد

هستند که متعلق به گروهی از ترکیبات هتروسیکلیک 

پیرون بی رنگ و کریستالی -2های بنزن و متشکل از حلقه

کومارین و مشتقات آن دارای فعالیت ضد  (.21،22هستند)

ها مانند پروستات، سرطانی در برابر انواع مختلف سرطان

، لوسمی، CNSکلیه، پستان، حنجره، ریه، روده بزرگ، 

 سلولی درون تواند مسیرهایمی که ملانوم بدخیم هستند

 دهد قرار هدف مورد را سلولی غیرطبیعی عملکرد در درگیر

 .(23) اندازد. تاخیر به را سرطان زایی فرایند طریق این به و

 چرخه توقف کیناز، مهار آنژیوژنز، مهار از طریق کومارین

 فعالیت آروماتاز، مهار ، G2/Mفاز و G0/G1در فاز سلولی

 پروتئین مهار ،سولفاتاز مهار تلومراز، مهار بیوتیکی، آنتی

، 9با واسطه کاسپاز  آپوپتوزالقا  ، (HSP90) حرارتی شوک

 24،25،26) نندکهای سرطانی را سرکوب میتکثیر سلول

کومارین بر روی سرطان های وابسته به  - سیناموئیل

و  (MCF7) استروژن، مانند رده های سلولی سرطان سینه

 . این ترکیبات مهاربودندموثر   (OVCAR)تخمدان

هیدروکسی -β 14استروئیدی انتخابی های غیرکننده

(. مطالعات انجام 27هستند ) 1استروئید دهیدروژناز نوع 

 یک مولکول هیبریدی جدید به نام سنتزشده نشان داد که 

coumarin - monastrol ای فعالیت انتخابی را در برابر رده

بروز  MDA-MB-231و MCF-7 سلولی سرطان سینه

و آپوپتوز  3داده است. این ترکیب باعث فعال شدن کاسپاز 

ه شد G1 در فاز MCF-7 شده و باعث توقف چرخه سلولی

همکاران اثرات ضد سرطانی سه و  Cui . N (28است)

را نشان (TCHs) کومارین سنتز شده از تری فنیل اتیلن

ای سلولی سرطان دادند که از طریق مهار رگزایی در رده

تکثیر را مهار کرده،  TCH-5c ترکیب هد.پستان رخ می

برای القای  p21منجر به مرگ سلولی، افزایش بیان پروتئین

سازمان اسکلت سلولی سلول و تغییر  G0/G1 توقف

از مطالعات اثر  برخیدر  .(29اندوتلیال شده است)

                              فلاونوئیدها که تقریبا  در اکثر پیشگیرانه و آنتی اکسیدانی 

گیاهان و منابع غذایی گیاهی وجود دارد نشان داده شده 

پنتاهیدروکسی فلاون( -3،3،4،5،7است. کوئرستین )

ت فلاونوئیدی پلی متعلق به یک کلاس گسترده از ترکیبا

لی است که در بسیاری از غذاها ازجمله سبزیجات و وفن

( و قادر 30)شودها، آجیل، چای یافت مینههای، دامیوه

های است استرس اکسیداتیو و سایتوتوکسیتی را در سلول

توموری به واسطه گونه های فعال اکسیژن، باعث افزایش 

 (.31و32)شود افزایش دهد آسیب و مرگ سلولی می

ساعت  48تحقیقات نشاد داده است که کوئرستین پس از 

شده و  BCL2و مهار ژن   P53های باعث کاهش بیان ژن

را مهار کرده و باعث   Sبه موجب آن چرخه سلولی در فاز 

 اکسیدان آنتی یک کوئرستین (.33گردد)القای آپاپتوز می

فعالیت  از جدا و شودمی محسوب عالی آزاد رادیکال اصلاح
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 توموری هایسلول آپوپتوز بر مستقیم اثر اکسیدانی، آنتی

سرطانی  سلول لاین چندین رشد تواند یم واقع در و دارد

 (.34کند) مسدود سلولی چرخه مختلف مراحل در را انسان

کوئرستین تنظیم چرخه سلولی را با تعدیل چندین هدف 

کینازهای وابسته ، p21 ،cyclin B ،p27 مولکولی، از جمله

انجام میدهد و بسته به نوع   II به سیکلین و توپوایزومراز

 G2/M سلول و منشا تومور، قادر است چرخه سلولی را در

 کوئرستین مسدود کند. دوزهای پایین G1/S یا در انتقال

. کنداز تکثیر رده های سلولی سرطان پستان جلوگیری می

و از  p21 القای از طریق G1 توقف چرخه سلولی در فاز

طریق کاهش همزمان فسفوریلاسیون پروتئین 

 در همان مدل سلولی،. افتداتفاق می  (pRb)  رتینوبلاستوما

 و کیناز وابسته به سیکلین B1 سیکلین ستینرکوئ

(CDK) 1 دهد، که در پیشرفت به فازهایرا کاهش می 

G2/M (34چرخه سلولی ضروری هستند .) طبق مطالعات

صورت گرفته مشخص شده است که یکی از موثرترین اثرات 

کوئرستین مهار رونویسی و چرخه سلولی و افزایش بیان 

انتقال  از طریق مهار مسیرپروآپوپتوتیک های پروتئین

 AKtاست که باعث مهار فسفریلاسیون  PI3K/Akt   پیام

و کاهش   mTORو در ادامه باعث مهار فسفریلاسیون 

(. طبق مطالعه نیازوند و 35شود)می NF-KBفعالیت 

شد با کپسوله کردن کوئرستین اثرات  همکاران نیز مشخص

یابد که افزایش می MCF7های ضد سرطانی آن در سلول

ها کوئرستین به سلولتواند به علت افزایش نفوذ می

همچنین فهمیه محمدیان و همکاران نشان (. 36باشد)

های دآمیناز و متیل ترانسفراز دادند که کوئرستین بیان ژن

 و  APOBEC3Bهای را تغییر داده و با کاهش بیان آنزیم

DNMT-1 کننده سرطان کننده یا درمانخواص پیشگیری

-می که دیگری طبیعی مواد از (.37پستان را داشته باشد)

 پروپیل-2) اسید والپیروئیک کرد اشاره آن به توان

 زنجیره با چرب اسیدهای گروه به متعلق( اسید، پنتانوئیک

 سال و در  شودمی یافت کوهی سنبل در است که کوتاه

( و اولین بار به 38شناسایی شد) Burtonتوسط  1882

عنوان داروی ضد صرع استفاده شد. شواهد نشان داده است 

در چندین فعالیت سلولی، از جمله تکثیر والپیروئیک اسید 

سلولی، مهاجرت، تهاجم، توقف چرخه سلولی، آپوپتوز، 

 هیستون مهارکننده عنوان بهاتوفاژی و رگزایی نقش دارد و 

 هایسلول در داستیلازها هیستون کند،می داستیلاز عمل

فعالیت  و بیان تغییر به منتهی که دارند بالایی بیان سرطانی

 .(39شوند)می سرطان در دخیل هایپروتئین تعدادی

 مهار باعث اسید والپیروئیک مشخص شده است

لکرد مبا ع داستیلازها هیستونشود. می  داستیلاسیون

 سرکوب هایژن برداری نسخه سرکوبی باعثغیرطبیعی 

نشان  (.40) شوندمی تومور پیشرفت و باعث شده تومور گر

ل داده شده است که اختلالات هیستون استیلاسیون عام

های اصلاح آنزیم مهمی در پیشرفت سرطان پستان است.

وضعیت  تون استیلاسیون فرآیند رونویسی وکننده هیس

هیستون استیلاسیون و همچنین سایر عوامل رونویسی را 

کند و دهند کنترل میدر ناحیه پروموتر رخ می بیشترکه 

، القای G1 از طریق متوقف کردن چرخه سلولی در فازهای

و  Bak و القای آپوپتوز، افزایش بیان  p21 بیان پروتئین

-Bax/Bcl ، در نتیجه افزایش نسبت Bcl-2 کاهش بیان 

 های سرطان پستانو کاهش فعالیت تلومراز در سلول2

-،بقای سلولی را کاهش می MCF7 مثبت استروژن

های بدخیم های مهم سلولیکی از ویژگی .(41دهد)

های فشرده و در کروماتین هیستون داستیلاز فعالیت بالای

های اگزوزوم .(42) کوب ژن همراه آن استمتعاقب آن سر

ای چرخه سلولی هستند که در هر مرحلههای وزیکول

ها استفاده م رسان بین سلولعنوان پیاهسلولی تولید و ب

ها با حداقل تحریک سیستم (. این وزیکول43)شوندمی

 (.44های خوبی باشند)توانند انتقال دهندهایمنی می

ای از چرخه محتویات اگزوزوم عموما نشان دهنده مرحله

عنوان مارکر مورد استفاده هتواند حتی بسلولی است که می

اگر این فرضیه درست باشد استفاده از  .(45قرار گیرد)

در مهار سرطان مورد آیند تاثیر مواد در تولید اگزوزوم بر

 نتایج نشان داده است که استفاده قرار خواهد گرفت.

)موثر در بیش فعالی تومور ساپرسور(،  اولئوروپین

 مهار رونویسی و چرخه سلولی (،کوئرستین )موثر  در 

و والپیروئیک  کومارین )موثر در مهار آنژیوژنز و کیناز ها (

توانند می اسید )موثر در مهار هیستون داستیلاسیون(

 MCF7 هایوابسته به دوز و سمیتشان از رشد سلول

 برابر در طبیعی مواد این بودن هدفی جلوگیری کنند. چند

 بخش نوید تواندمی پستان سرطان جمله از ها بیماری انواع

 طوربه مواد این انتقال رو با این از باشد. هدفمندی درمان

-اثرات آنتی همزمان با القای آپوپتوز ،توقف چرخه سلولی،

توان به درمان سرطان وکاهش سمیت سلولی می اکسیدانی

هدف ما نیز در این مطالعه تاثیر چهار  پستان امیدوار بود.

ئیک طبیعی اولئوروپین، کوئرستین ،کومارین و والپیروماده 

های در مهار رشد سلول صورت جداگانه و همزمانهاسید ب

ارزیابی اثر ضد  سپسو    MCF7سرطانی پستان رده 

تیمار  MCF7های از سلولاگزوزمهای مستخرج سرطانی 

 باشد.می شده با چهار ماده طبیعی

 کار روش

 کشت سلولی

از انیستیتو پاستور ایران MCF-7 در این تحقیق رده سلولی 

 2/0حاوی  RPMI1640و در محیط کشت  خریداری شد
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آنتی بیوتیک  ml1و  (NAHCO3)سدیم  گرم بیکربنات

محیط کشت و  ml100تریپسین/پنی سیلین به ازای هر 

در سپس ( کشت داده شدند. FBS) سرم جنین گاوی 10%

 CO2درصد  5در فشار  سلسیوسدرجه  37انکوباتور دمای 

ساعت انکوباسیون، سرعت رشد  72.پس از نگهداری شدند

 ارزیابی شد. MTT سلولی با سنجش

  Microculture Tetrazolium Test :MTTتست 

ماده طبیعی اولئوروپین، کوئرستین،  4سمیت سلولی

کومارین و والپیروئیک اسید بر روی سلول های رده سلولی 

MCF7  به روشMTT  ابتدا  .مورد بررسی قرار گرفت

های و نرمال در پلیت  MCF7های از سلول 10000حدود 

میکرولیتر محیط کشت در شرایط کاملا  200خانه و در  96

های ها در غلظتسپس سلولیکسان کشت داده شدند. 

و کروگرم در ماکرولیتر از هر ماده ما  100،75،50 ،5/25

نسبت مساوی ترکیب آنها از نظر وزن ملکولی، در بازه زمانی 

قرار گرفت. از هر غلظت هر ماده در  مورد تیمار ساعت 24

زمانی  یبعد از گذشت بازه چاهک تکرار صورت گرفت. 3

میکرو لیتر  50محیط تازه و  میکرولیتر 200هر خانه با 

های تیمار نشده به جایگزین شد. سلول MTTمحلول 

انکوباسیون ساعت ،  4 پس ازعنوان کنترل به کار برده شد. 

 داخل ،های زندهجهت ایجاد بلورهای فورمازان توسط سلول

 15به مدت  .شد اضافه DMSO میکرولیتر100 هرکدام

جذب  شیکینگ انجام گرفت.درجه  37دقیقه در دمای 

نانومتر توسط دستگاه الیزا ریدر  570نوری در طول موج 

 غلظت تأثیر تحت که هایی سلول بقای درصد سنجیده شد.

طبق فرمول زیر  بودند فتهگر قرار ماده 4از هر  مختلف های

 محاسبه شد:

میزان  = تست( نوری جذب/کنترل نوری )جذب ×100

 بقای سلولی

IC50 , IC75   با نرم افزار آنلاینAAT Bioquest  تعیین

 گشت.

  استخراج اگزوزوم

 MTTمواد در تست  در فلاسک ها همان غلظت مجددا

 Exocib و استخراج اگزوزوم به روش کیت گشت اعمال،

C ذرات درشت و بدین منظور ابتدا جهت حذف  .انجام شد

دقیقه  10سلول های تیمار شده به مدت زباله های سلولی 

سپس مایع رویی با  .سانتریفیوژ شد RPM 3000دور در 

دقیقه ورتکس  5به مدت  5به  1کیت به نسبت  Aمعرف 

درجه  4در دمای  انکوباسیون  ساعت 12 بعد ازشد 

 دقیقه 40به مدت   RPM  3000با دور  دوباره سلسیوس

کرده  جدا کامل طور به را سانتریفیوژ کرده و محلول رویی

کرده  تعلیق B معرف از میکرولیتر 200 تا 50 با را رسوب و

تایید آن از طریق  .نگهداری کردیم -80و در انتها در دمای 

روش سایز و CD9  بادیتیآن وسترن بلات برای

 انجام شد. )  DLS)dynamic light scatteringسنجی

د فورد سینکرونایز شد و اها براساس روش برغلظت اگزوزوم

و اعمال شد   MCF7هایبا غلظت سریالی بر روی سلول

 مورد ارزیابی قرار گرفت.  MTTنتیجه از طریق آزمون 

 نتایج

و اولئوروپین،کوئرستین،کومارین  ماده طبیعی 4هر 

والپیروئیک اسید جهت فعالیت ضد توموری خود در برابر 

با استفاده از روش  (MCF7)رده سلولی سرطان پستان 

MTT های مختلف گرفتند. بین غلظت مورد ارزیابی قرار

از  (valueP >0.01نالیز واریانس اختلاف معنی دار )در آ

 (. 1لحاظ میزان مهار در تیمارها دیده شد)جدول 

 

 

 MTTنتایج با تست  MCF-7های های مختلف مواد مورد بررسی بر روی سلول: نتایج آنالیز غلظت1جدول 

MS)میانگین مربعات(  
Df 

 
S.OV  والپیروئیک

 اسید

 کومارین اولئوروپین کوئرستین

تیمار  8 5/321** 51/214** 5/563** 35/28**

 )غلظت(

اشتباه  9 25/15 25/13 47/17 47/4

 آزمایش

 درصد 1معنی داری در سطح احتمال کمتر از  -**
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-می افزایش غلظت، افزایش با مهار میزان میانگین مقایسه

 برای 77/458 برابر ترتیب به IC50 مقادیر. یافت

 برای 11/352 کومارین، برای  45/291 اولئوروپین،

 65/644 و اسید والپیروئیک برای 21/715 ، کوئرستین

 .شد برآورد( 1شکل) چهارگانه کمپلکس برای

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 میکرو گرم بر میلی لیتر 664درصدی در اعمال غلظت  50برای ترکیب فیزیکی چهار گانه و مهار  IC50 منحنی و معادله تعیین   -1شکل 

های استخراج شده از محیط کشت تیمارهای اندازه اگزوزوم

  DLSبه روش   MCF7اعمال شده بر روی رده سلولی 

در  7/17بین های استخراجی اندازه اگزوزوم. انجام شد 

نانومتر بود که مطابق با اندازه استاندارد  35تا  تیمار شاهد

ها از طریق قابل نفوذ به داخل سلولاگزوزوم بوده و 

همچنین تایید اگزوزوم استخراجی براساس  .اندوسیتوز بود

از طریق وسترن بلات انجام شد که نتیجه   CD9آنتی بادی

بادی درج شده است. وجود باندهای آنتی 2آن در شکل 

-ها میهای اختصاصی اگزوزومکه از پروتیین CD9برای 

 دهد.ها را نشان میباشد اثبات استخراج موفق اگزوزم

 

 

 

 

 

 

 CD9 بادیهای مورد نظر از نظر وجود آنتی نتیجه وسترن بلات برای نمونه  -2شکل 

تحت  MCF7های سرطانی آنالیز واریانس برای مهار سلول

های مختلف استخراج شده از محیط کشت تاثیر اگزوزوم

تحت تیمار مواد مورد مطالعه و ترکیب  MCF7های سلول

ها )غلظت اگزوزوم ها( که از محیط ها نشان داد بین تیمارآن

دست آمده بود تفاوت هتیمارهای دارویی ب  IC50کشت 

  .(2معنی دار دیده نشد)جدول 
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 MCF-7های مواد مورد بررسی بر روی مهار سلول IC50های مستخرج از های اگزوزم: نتایج آنالیز غلظت2جدول

MS 

 )میانگین مربعات(
 

 
Df 

 

 
S.OV اگزوزوم 

 والپیروئیک

 اسید

اگزوزوم  

 کوئرستین

اگزوزوم 

 اولئوروپین

اگزوزوم 

 کومارین

ns25/8 ns525/2 ns15/14 ns15/25 8 تیمار 

 (غلظت)

 اشتباه 9 25/20 52/12 16/7 45/5

 آزمایش
ns  معنی داریغیر 

 

 سلول کشت محیط از مستخرج هایاگزوزوم که معنی بدین

 مهار در نقشی مطالعه مورد مواد IC50 غلظت با شده تیمار

 از مستخرج هایاگزوزوم اما. نداشت سرطانی هایسلول

 مهار در داری معنی تفاوت مطالعه مورد مواد IC75 اعمال

 آن مهاری  IC50که( 3 جدول)داشتند MCF7 هایسلول

 محاسبه اگزوزوم پروتئین لیتر میلی در میکروگرم 79/160

 (.3شکل)شد

 

 MCF-7های مواد مورد بررسی بر روی مهار سلول IC75های اگزوزم های مستخرج از : نتایج آنالیز غلظت3جدول 

MS 

 )میانگین مربعات(

 

 
Df 

 
S.OV 

 اگزوزوم
 والپیروئیک

 اسید

 اگزوزوم

 کوئرستین

 اگزوزوم

 اولئوروپین

 اگزوزوم

 کومارین

 

23/156 

 

**2/161 

 

**22/184 

 

**58/264 

 

8 

 تیمار

 (غلظت)

 اشتباه 9 05/21 52/23 16/71 14/15

 آزمایش
 درصد 1معنی داری در سطح احتمال کمتر از  **
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درصدی در اعمال اگزوزوم )غلظت  50های مستخرج از ترکیب فیزیکی چهارگانه و مهار برای  اگزوزم IC50 منحنی و معادله تعیین   -3شکل

 پروتئین ( میکرو گرم بر میلی لیتر160

توان تصویر میکروسکوپی تغییرات می 4در شکل 

را بعد از تیمار با   MCF7های سرطانی مورفولوژیکی سلول

های ترکیب چهارگانه فیزیکی و بعد از اعمال اگزوزوم

 استخراج شده از محیط کشت مشاهده کرد.

A 

B  

های ها پس از تیمار با اگزوزمتصویر میکروسکوپی سلول  b)ها پس از تیمار با ترکیب فیزیکی چهار گانهتصویر میکروسکوپی سلول a) -4شکل 

 مستخرج از ترکیب فیزیکی چهار گانه

های مستخرج از اعمال اگزوزومبرای   IC50بررسی مقادیر 

نشان   MCF7هر کدام از از تیمارها در مهار   IC75غلظت

داد که اگزوزوم حاصل از ترکیب چهارگانه مواد در حداقل 

میکروگرم در میلی لیتر پروتئین اگزوزوم( مهار  160) دوز

روئیک اسید و یبعد از آن والپ و درصدی را داشت 50

از  صلهای حادر مهار مربوط به اگزوزوم دوزحداکثر 

 .(5)شکل  اولئوروپین را داشت
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 MCF7هر کدام از از تیمار ها در مهار   IC75های مستخرج از اعمال غلظت  برای اگزوزوم  IC50مقادیر  -5شکل 

 

 بحث

ثابت شده است که برخی عوامل فعال طبیعی نه تنها دوز 

 دهند، بلکه سلولمؤثر داروهای شیمی درمانی را کاهش می

-تر میهای سرطانی را به نسبت به داروها شیمیایی حساس

کنند و از طریق کاهش دوزهای درمانی، اثر سیتوتوکسیک 

 .کنندهای طبیعی انسان محدود میرا در ارتباط با سلول

تواند میعلاوه بر این، درمان ترکیبی با عوامل فعال جدید 

درمانی را کاهش های شیمیرژیم مقاومت چند دارویی

، سیاری از ترکیبات شیمیایی طبیعیدر این زمینه، ب دهد.

جالبی از عوامل فعال  اند و به گروهای داروییشناسایی شده

نتایج .(46)اندبرای درمان ترکیبی ضد سرطان تبدیل شده

سرطانی  واد گیاهی طبیعی در مهار سلولتاثیر انواع م

MCF7 ماده  4با مکانیزم متفاوت نشان داد که هر

)اولئوروپین،کوئرستین،کومارین و والپیروئیک اسید( و 

 اینویترودر شرایط  MCF7های ترکیب آنها در مهار سلول

در  (IC50)های تاثیر دوزاند. اما نکته مهم اینکه موثر بوده

بالای  دوزتیمارها متفاوت بود. تاثیر والپیروئیک اسید در 

 لیتر برای مهار دیده شد.میکروگرم بر میلی 65/664

غیرفعال کردن  والپیروئیک اسید از طریقمکانیزم تاثیر 

این  یز بالاود اینکه نتیجه(. 47) باشدیتون داستیلاز میهس

اگر در زمان و  ساعت مطالعه بوده است 24ربوط به مماده 

های پایین تر دوزمطالعه شود شاید نتیجه در  تریطولانی

 که است شدهداده نشان همچنینقابل حصول باشد. 

سرطانی  هایسلول در والپیروئیک اسید تکثیر ضد مکانیسم

 در نتیجه، .است مرتبط هاآن HER2 بیان وضعیت با پستان

 در استفاده مورد داروهای با است ممکن والپیروئیک اسید

 مانند ،HER2 حد از بیش بیان با سرطان پستان درمان

درمانی شیمی یا  HER2 ضد مونوکلونال هایبادیآنتی

 بیان ازحدبیش افزایش از مؤثری طور به تا کند افزاییهم

 دوزدر اولئوروپین .(46) کند جلوگیری HER2 سلولی

-ازسلولدرصد  50لیتر توانست میکروگرم بر میلی 2/458

های قبلی های سرطانی را مهار نماید. این یافته با یافته

بالای تاثیر آن شاید غنی  دوز. دلیل ( هم خوانی داشت48)

از گلوکز باشد. زیرا  RPMI1640بودن محیط کشت 

بخاطر  های گلوکزمکانیزم نفوذ اولئوروپین از طریق رسپتور

 (.49حلقه گلوکز در فرمول اولئوروپین بوده است)

( 8،18،20کند )اولئوروپین از طریق آپوپتوز مهار سلول می

 BCL2و کاهش بیان  P53، BAXکه از طریق فعال کردن 

و افزایش بیان   AKTو   IB( و نیز کاهش 8)  HIF-1و 

 کند.( سلول های سرطانی را مهار می19) NF-KBآبشاری 

همچنین مطالعات نشان داده است که در حضور اولئوروپین، 

، miR-125b ،miR-16 ،miR-34a ،p53  یزان بیانم

p21و ، TNFRS10B  افزایش ، در حالی که میزان بیان

bcl-2 ،mcl1 ،miR-221 ،miR-29a  و miR-21  کاهش

که ممکن است نه تنها از طریق افزایش  .است شده داده

کننده های سرکوبmiRNA  های پرو آپوپتوز وبیان ژن

 های ضد آپوپتوز وتومور، بلکه از طریق کاهش بیان ژن

oncomiRکوئرستین در  .(50)، آپوپتوز را القا کند

های درصد سلول 50میکروگرم بر میلی لیتر  352/5دوز

در مورد مهار سلولی  رامهار کرده بود.  MCF7سرطانی 

های ( گزارشBCL2و  P53) کوئرستین از مسیر آپوپتوز

از طریق کوئرستین  .(51و33) متفاوتی ارائه شده است

و کینازها باعث  B،سایکلین  P21،P27های هدف مولکول

(. القای 30میگردد)  G2/Mتوقف چرخه سلولی در مرحله 

 و مهار  PI3K/Aktآپاپتوز از طریق مهار چرخه 

MTOR(35در گزارش )مطالعات  .های دیگر آمده است

 ncRNA همچنین نشان داده شده است کوئرستین بیان

 وlncRNA )شامل ncRNAکند. ها را تنظیم می

miRNA.درنتیجه  ( نقش کلیدی در توسعه سرطان دارد

-بر بیان ژن ها/پروتئین ncRNAکوئرستین با تنظیم بیان 

رشد  ،گذاردمیهای مسیر سیگنال دهی مرتبط تاثیر 
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آپوپتوز سلولی را و  کندهای سرطانی را سرکوب میسلول

 دهدمی نشان موجود تجربی مطالعات .(52دهد )ارتقا می

 سرطان با مرتبط های miRNAبیان تواندمی کوئرستین که

 تعدیل را - miR 155 و - 21miR - ، a 146 miR شامل

 (.53) کندمی مهار را سرطان توسعه و شروع نتیجه در کند،

میکروگرم در  291 دوزکومارین در حداقل در این تحقیق 

مشخص شده است  میلی لیتر مهار سلولی را به عهده داشت.

و توقف چرخه سلولی در مرحله   P21القای بیان کومارین با 

G0/G1   و مهار پروتئین های شوک حرارتی(HSP90)  و

 کندسلول را به آپوپتوز هدایت می 9و 3سازی کاسپاز فعال

(24،25،26،28.)  

کومارین و  کوئرستین، ترکیب چهارگانه اولئوروپین،

میکروگرم در میلی  65/664دوزوالپیروئیک اسید نیز در 

را مهار کرد که این غلظت   MCF7های سرطانی لیتر سلول

تر بتواند پایین دوزرفت در دور از انتظار بود و انتظار می

را مهار نماید. زیرا با توجه به القای   MCF7های سلول

های سرطانی توسط تک های مختلف آپوپتوز در سلولمسیر

پایین موثر  دوزکار رفته در این ترکیب بیشتر در هتک مواد ب

 واسطه با که هستند غشایی هایوزیکول ها اگزوزوم باشد.

 دو هر در تومور محیط ریز اصلاح و سلول به سلول ارتباط

 ،سلول رشد ،ایمنی هایپاسخ ،دوردست و محلی مکان

 که است شدهگزارش  .دهندمی تغییر را متاستاز و آنژیوژنز

-می تغییر سرطان بروز از پس هااگزوزوم مقدار و محتویات

کنند که های توموری اگزوزوم بیشتری آزاد میکند و سلول

های مشتق این ممکن است به این دلیل باشد که اگزوزوم

 در .تری به سیستم عروقی دارنداز تومور دسترسی آسان

 ،پستان سرطان در هااگزوزوم نقش گذشته، دهه یک طول

مطالعات اخیر نشان  .است گرفته زیادی قرار توجه مورد

ها از طریق تواند توسط اگزوزومداده اند که آپوپتوز می

 مسیرهای سیگنالینگ مختلف مانند مسیرهای سیگنالینگ

Wnt/β-catenin،NF-κB  و Akt/PI3K  (54)شودالقا.  

پلی های تحت تیمار های استخراج شده از سلولاگزوزوم

ها محدودیت فراهمی زیستی پلی فنول را تا حدودی فنول

و تاثیرات مهاری بهتری در مهار رشد  جبران کرده است

های آزاد داشته های سرطانی نسبت به پلی فنولسلول

 هایسلول از شده تولید های. برای مثال اگزوزوماست

K562 کورکومین به  با درمان تحت مزمن میلوژن لوسمی

 که شوندمی غنی miR-21 با عنوان یک پلی فنول طبیعی،

 رشد مهار در ادامهم و PTEN مثبت تنظیم به منجر

همچنین،  .(55،56) شودمی لوسمیک هایسلول

های تحت درمان با کورکومین اثرات ضد های سلولاگزوزوم

 زایی مانند مهار مهاجرت اندوتلیال، کاهش بیان مولکولرگ

و کاهش تشکیل ساختار  1- عروقی سلولی چسبنده

زنده ماندن همچنین  (.57) دهندمویرگی را نشان می

های سلولی آدنوکارسینوم پانکراس که با سلولی رده

های تیمار شده با کورکومین های جدا شده از سلولاگزوزوم

دهد کورکومین که نشان می یافتهاند، کاهش کشت شده

داده خواص ضد سرطانی را نشان ها شده در اگزوزومکپسوله

اما تاکنون در مورد تاثیر اگزوزوم های استخراج  (.58) است

های سرطانی تحت تیمار با شده از محیط کشت سلول

کومارین و والپیروئیک اسید  اولئوروپین ،کوئرستین،

ها در مجموع این داده تحقیقات زیادی انجام نشده است.

های تیمار شده با های سلولاگزوزومدهند که نشان می

توانند یک میو مواد طبیعی ضد سرطان ها لوفنپلی

استراتژی جدید به منظور افزایش فراهمی زیستی و کارایی 

با این حال، برخی از خطرات  .باشند های هدفدر سلول آنها

تواند از منشاء سلولی ها میاگزوزوم بالقوه در استفاده از

-ها از سلولاگزوزوم به عنوان مثال، استفاده از .ناشی شود

توانند به تومورزایی های سرطانی نامناسب است زیرا آنها می

مواد مورد  LC50 اگزوزوم های حاصل از (.59) کمک کنند

نشان داد که هیچ   MCF7های در مهار سلولما مطالعه 

کدام از اگزوزوم های مستخرج از مواد تاثیری در مهار 

تواند این نتیجه می نداشتند.  MCF7های سرطانی سلول

ی اگزوزوم باشد  که در بدلیل عدم وجود محتوی القا کننده

ها محتوی القا درصدی مهار توسط مواد اگزوزوم 50مرحله 

ی مرتبط با آپاپتوز را های آپاپتوز فعال سازی مسیرکننده

-مواد اگزوزوم LC75در صورتی که در غلظت  اند.نداشته

رامهار  MCF7های سرطانی های مستخرجه توانسته سلول

مهار  ، LC50نکته حائز اهمیت اینکه در غلظت  نماید.

MCF7 های مستخرج از ترکیب چهارگانه توسط اگزوزوم

میکروگرم بر میلی   7/160در حداقل مقدار یعنی 

 دوزلیترپروتئین اگزوزوم بود هرچند که خود این ترکیب در 

شد. این روند در تیمار اگزوزوم مستخرجه بالا عامل مهار می

 (.5)شکل شداز اعمال والپیروئیک اسید نیز دیده می

  گیرینتیجه

های توسط اگزوزوم  MCF7 های سرطانی مهار سلول

نشاندهنده محتویات القا کننده  LC75مستخرج ازغلظت 

ی از که برآیندتوز در مسیرهای مختلف سلولی است آپاپ

در نتیجه کار رفته بود. ههای بها از داروتاثیر گرفتن سلول

های با توجه به، تغییرات گسترده در کمیت و تنوع و نقش

توان به عنوان های توموری میاگزوزوم ها در سلولمتفاوت 

های درمانی جدید مورد استفاده یک هدف برای استراتژی

هم بدست  INVIVO  اگر این نتیجه در شرایطقرار گیرد و 
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توانیم با مهندسی محتوی اگزوزوم با انتقال بین آید می

 سلولی در القای مسیر آپاپتوزی بهره بجوئیم.

 پیشنهادات

گردد علاوه بر با توجه به نتایج این پژوهش پیشنهاد می

های ای استخراجی تحت تیمارهشناسایی محتویات اگزوزوم

های سلولی سرطانی و نیز پرایمری ن در رده،تاثیر آ مختلف

 مورد ارزیابی قرار گیرد.

 سپاسگزاری

 از پایان نامه دوره دکتری تخصصیمقاله حاضر برگرفته 

کار که باشد.در دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهر می ژنتیک

زمایشگاه های علوم پزشکی تبریز، آآزمایشگاهن در عملی آ

آزمایشگاه دانشگاه آزاد اسلامی جهاد دانشگاهی اردبیل، 

ه مرکزی دانشگاه محقق اردبیلی و زمایشگااردبیل و آ

بدین  .زمایشگاه تحقیقاتی سارا تبریز انجام شده استآ

اساتید و کارکنان این  خود را از سپاسگزاریوسیله مراتب 

 نماییم.اعلام میمراکز را 
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