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 Background and Aim: Lung cancer is one of the most contagious cancers in 

all of the world. Recently, several potential oncogenes and carcinogens have 

been identified, including EGFR, BRAF, KRAS and ALK genes. With due 

attention to the high prevalence of lung cancer, its death rate, the complications 

of chemotherapy and the efforts to find effective and less effective drugs, this 

study was done to investigate the effect of a plant extract so that results are 

available to manufacturing centers. 

Materials and Methods: In this study, the effect of Eucalyptus extract and 

cisplatin on the expression of KRAS gene in A549 lung cancer cell line was 

investigated. To determine the cell survival, MTT was used and IC50 was 

determined. After determining IC50, the cells were exposed to less than IC50 

concentrations of the extract and drug for 48 hours. Then, the amount of β-

ACTIN and KRAS genes expressions in control and extract treated and drug 

treated groups were determined. For this purpose, a specific primers were 

designed for β- ACTIN and KRAS, and Real-Time PCR was be done. 

Ethical Considerations: This study with research ethics code IR.IAU.East 

Tehran.REC.1396.3 has been approved by research ethics committee at 

Islamic Azad University, Tehran- East Branch, Iran. 

Findings: The results showed that the amount of IC50 of the extract and drug 

was 8.75 and 1.77 mg/ml, respectively. In addition, the expression of genes in 

control and treated cells with extract and drug was compared. The expression 

of the KRAS gene relative to the reference gene in the cancer cell line treated 

with extract and drug, for 48 hours, was significantly decreased 2.89 and 9.25, 

respectively (p = 0).  

Conclusion: Regarding the reduction of the relative gene expression in the 

A549 treated group, future studies on targeted lung cancer treatment can be 

promising and the potential for the use of plant compounds is more evident. 
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 پژوهشی مقاله

 A549 یدر رده سلول KRASژن  انیب یبر رو پتوسیو عصاره اوکال نپلاتیسیس یاثر دارو یبررس

 هیسرطان ر
 

 2یفلاح مهرآباد لی، جل1یمیاحسان رح ، *1یمهسا کاوس
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 .ليستر، تهران، ایران یآزمایشگاه ميکروب شناس .2
  

 چکیده  اطلاعات مقاله
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چند  راًاخي. است جهان سراسر در هاسرطان نیرترگياز همه یکی هیسرطان ر: زمینه و هدف 

هستند. با  ALK و ژن EGFR ،BRAF ،KRAS شامل که اندانکوژن بالقوه شناخته شده

و تلاش  درمانییمياز آن، عوارض ش یمرگ ناش زانيم ه،یسرطان ر یبالا وعيتوجه به ش

 ريهدف انجام شد که تأث نیحاضر با ا قيتحق ر،مؤثر و با عوارض کمت یداروها افتنی یبرا

 .رديقرار گ یديمراکز تول اريآن در اخت جینتا تا کرده یبررس را یاهيعصاره گ کی

 زانيم یبر رو نپلاتيسيس یو دارو پتوسيعصاره اوکال ريتأث ،قيتحق نای در :هاو روش مواد

 مانیزنده نييشد. به منظور تع یبررس هیسرطان ر A549 یدر رده سلول KRAS ژن انيب

 مدت به هاسلولIC50  نييشد. پس از تع نييتع IC50 استفاده و MTT روش از هاسلول

 زانيعصاره و دارو قرار گرفتند. سپس م IC50 کمتر از یغلظت رتأثي معرض در ساعت 48

با عصاره و  ماريکنترل و ت هایدر گروه β-ACTIN نسبت به ژن کنترل KRAS ژن انيب

 طراحی و KRAS و  β-ACTINبرای ژن یمنظور، پرایمر اختصاص نیشد. بد نييدارو تع

Real-Time PCR انجام شد. 

در کميته  IR.IAU.East Tehran.REC.1396.3با کد این مطالعه  :اخلاقی ملاحظات

  به تصویب رسيده است.شرق تهران واحد دانشگاه آزاد اسلامی اخلاق پژوهشی 

گرم بر ميلی 77/1و  7/85 بيعصاره و دارو به ترت IC50 نتایج نشان داد ميزان :هاافتهی

 عصاره با کنترل و شده تيمار هایسلول رد هاچنين، ميزان بيان ژنبوده است. هم ليترميلی

شده ماريت یسرطان سلولیبه ژن مرجع در رده   KRASژن ینسب انيگردید. ب سهمقای دارو و

 (p=0) داریمعن طوربهساعت  48 یبرابر ط 25/9و  89/2 زانيم به بيبا عصاره و دارو به ترت

 .افتیکاهش 

 مطالعات به توانشده می ماريت A549ر رده ژن د ینسب انيبا توجه به کاهش ب :یرگیجهینت

پتانسيل استفاده از رو از اینبود و  دوارامي ریه سرطان مندهدف درمان خصوص در آینده

 . ترکيبات گياهی آشکارتر شود
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 مقدمه .1

اما امروزه مرگ در اثر  ،در مردان شایع بود ابتدا در سرطان ریه

در زنان، از مرگ در نتيجه سرطان پستان پيشی سرطان ریه 

(. در حالی که رابطه بين مصرف سيگار و سرطان 1گرفته است )

دهد که سرطان ریه به خوبی مشخص است، اما آمارها نشان می

(. محققان مختلف اثبات 2باشد )یندی چند عاملی میآریه فر

ژنتيکی د که باید بيش از بيست تغيير ژنتيکی و اپیانکرده

های مختلف تجمع یابند تا سرطان ریه ایجاد شود. در بين ژن

هایی بودند که شناسایی ها اولين ژنایجادکننده تومور، انکوژن

ها برای ایجاد سرطان به عوامل دیگری مانند جهش شدند. آن

ونت ویروسی نياز های دیگر یا فاکتورهای محيطی مثل عفدر ژن

های فاکتور رشد اپيدرمال ها گيرنده(. یکی از انکوژن3دارند )

(EGFR یا )ERB-I  است که پس از اتصال ليگاند دمين

گردد. فعال شده و فسفریله می تيروزین کيناز درون سلولی،

اما  ،برای تکثير طبيعی سلولی ضروری است EGFRرسانی پيام

زایی جدید، زایی، رگل در تنظيم آن موجب سرطاناختلا

گردد. در سرطان سلول غير کوچک متاستاز و مهار آپوپتوز می

افزایش بيان یافته یا با ميزان  EGFRپيشرفته،  (NSCLC)ریه 

پلاتين بقای کم و مقاومت به مواد شيمی درمانی از قبيل سيس

برنده های پيشدر انتقال پيام RASه (. خانواد4مرتبط است )

های رشد از غشأ به هسته و تکثير سلولی بسيار مهم هستند. ژن

 NRASو  HRAS ،KRASهای شامل ژن RASخانواده 

چهار پروتئين بسيار همولوگ به نام  RASهای باشد. ژنمی

P21 ی پلاسمایی متصل شده و اد که به غشنکنرا رمز می

های های بالادست و هدفکنندها فعالجا بتواند از آنمی

در  RASهای کنش داشته باشد. پروتئيندست ميانپایين

 ذاتی و GTPaseمتصل شده و با فعاليت  GTPحالت فعال به 

گردد و هيدروليز می  GDPبه RAS ،GTPتغيير شکل فضایی 

RAS کنش با سوبسترای خود به حالت غيرفعال پس از ميان

این مسير انتقال پيام را گاهی آبشار ميتوژنيک گردد. خود باز می

SOS-RAS-RAF-MAPK ای های نقطهنامند. جهشنيز می

را در  RASتواند پروتئين های بدخيم میدر سلولRAS در ژن 

 G→Tها دچار نقص کند. اکثر این جهش GTPaseفعاليت 

ها و مواد است که توسط بنزو پيرن دی اتيل اکسيد، نيترز آمين

(. 5شود )ی که در دود تنباکو وجود دارد ایجاد میدیگر

به دو گروه عمده تقسيم  RASکننده های تنظيمپروتئين

و  s(GEF)شوند: عوامل مبادله نوکلئوتيد گوانين می

مسئول  GTPase (sGAP .)sGEFکننده های فعالپروتئين

فعال از  GTPهستند و کيفيت پيوند  GTP به GDPتبدیل 

هيدروليز  sGAPکه جاییدهند، از آنرا ارتقا می   RASپروتئين

GTP کنند، کيفيت پيوند را تحریک میGDP  غيرفعال از

هایی که غالباً در دهند. یکی از ژنرا ارتقا می  RASپروتئين

است که تقریباً در KRAS  ،کندآدنوکارسينوما جهش پيدا می

 6ها و در سيگاری درصد 34)آدنوکارسينومای ریه درصد  30

یابد و بنابراین بسيار مورد ها( جهش میدر غيرسيگاریدرصد 

(. در این تحقيق، به دليل ميزان بيان بالا در 6) استتوجه 

از داروی  چنينهمسرطان ریه، این ژن انتخاب شده است. 

درمانی پلاتين استفاده شد که دارویی بر اساس شيمی سيس

پلاتينوم بوده و برای درمان در مراحل انتهایی سرطان سلول 

شود. سه مسير متابوليسمی غير کوچک ریه استفاده می

پلاتين روی سرطان شناسایی شده که در ميزان تأثير سيس

تقویت سيستم ترميم  :سلول غير کوچک ریه نقش دارند، شامل

های مس و دهندهحذفی نوکلئوتيدی، کاستن از جذب انتقال

پلاتين از طریق اتصال (. سيس7فرازها )کاهش گلوتاتيون ترانس

تواند وارد ها و با مکانيسم جذب گذرا میبه سایر ماکرومولکول

انتقال فعال مس  هاین دارو با واسط چنينهمسلول شود. 

د توانتواند وارد سلول گردد. وقتی دارو وارد سلول شد میمی

یافته درآمده و به سلول شارژ مثبت دهد. در این تجمع صورتبه

واکنش داده، پيوندهای تقاطعی را  DNAتواند با حالت دارو می

از هم باز شود. این موضوع باعث  DNAشکل دهد تا هليکس 

شده و در نهایت سلول توموری دچار  DNAمهار همانندسازی 

درصد ترکيباتی که در  90(. بيش از 8شود )آپوپتوز و نکروز می

 d(GpG)گيرد شکل می DNAتداخل سيس پلاتين با  هنتيج

هستند. این ترکيبات و پيوندهای تقاطعی ایجادشده  d(ApG)و 

توانند توسط سيستم ترميم حذفی نوکلئوتيدی شناسایی می

ها، یک کمپلکس مولکولی شوند. بعد از شناسایی این آسيب
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شکل  XPFهای و پروتئين ERCC1پروتئين ترميمی  شامل

ه نوکلئوتيدی واقع در بالادست ناحي 23 هگيرد و یک محدودمی

های سلولی که فاقد این دو شود. ردهدیده حذف میآسيب

پلاتين برابر بيشتر به داروی سيس 40پروتئين هستند حدود 

ها را نشان حساس هستند. این موضوع اهميت این پروتئين

های تک نوکلئوتيدی در مورفيسمکه وجود پلیدهد و اینمی

تواند در ميزان حساسيت به سيس پلاتين های مربوطه میژن

پلاتين نسبت های مقاوم به سيسسلول(. 9نقش داشته باشد )

 چنينهمبه تجمع دارو در داخل خودشان مقاوم هستند. 

توانند مس را وارد و دارو را خارج میهای مقاوم به دارو سلول

 hCTR1پروتئين  هسازند. جذب مس به داخل سلول با واسط

)یا  CTR1گيرد که این پروتئين توسط ژن صورت می

SLC31Aتحقيقات نشان داده است که  هشود. نتيج( کد می

کمتری از ژن  mRNAپلاتين ميزان های مقاوم به سيسسلول

CTR1 ین ژن سبب ایجاد مقاومت سلول به دارند. کاهش بيان ا

این ژن  گيری ميزان بيانتوان از اندازهشود. میپلاتين میسيس

پلاتين مقاوم به این مسئله پی برد که سلول تا چه حد به سيس

است و از آن به عنوان بيومارکر استفاده نمود. البته شواهد بالينی 

مع داخل گيری این موضوع لازم است. تجبيشتری برای نتيجه

و  ATP7Aشود: سلولی مس توسط دو پروتئين تنظيم می

ATP7Bهای سرطان سلول غير کوچک ریه ميزان . سلول

وجود  ،کنند. به عبارت دیگربالایی از این دو پروتئين را توليد می

ها های تک نوکلئوتيدی در ميزان بيان این پروتئينمورفيسمپلی

زدایی سلول فرازها در سم(. گلوتاتيون ترانس10دخالت دارند )

-گيری ترکيب پلاتينومپلاتين و کمک به شکلاز سيس

گلوتاتيون غيرفعال نقش دارند. تحقيقات نشان داده است که 

زدایی ترکيبات پلاتينوم باعث کاهش سم GSTهای نقص در ژن

پلاتين در داخل سلول شده و در نتيجه سلول به مانند سيس

دهد. به دنبال این پلاتين حساسيت بيشتری نشان میسيس

پلاتين در داخل سلول بيشتر ميزان تجمع سيس ،موضوع

 ههای کدکنندها در ژنSNP جا حضور شود. باز هم در اینمی

GST های سرطانی در باعث بروز حساسيت متفاوت سلول

توان شود. در نهایت میپلاتين میواکنش به درمان با سيس

 هاSNPفت با وجود تحقيقات صورت گرفته در مورد حضور گ

به عنوان  ERCC1شده، تاکنون فقط نقش ژن رهای ذکدر ژن

گيری حساسيت و مقاومت سلول به یک بيومارکر اندازه

ها پلاتين شناخته شده است و تحقيق در مورد سایر ژنسيس

داروهای گياهی به  ،ی شيميایی(. در کنار داروها11ادامه دارد )

عنوان یک شيوه درمانی مکمل یا جایگزین برای معالجه سرطان 

فرد مبتلا  10دهد که از بين هر نيز کاربرد دارند. آمار نشان می

های درمانی مرسوم از نفر در کنار شيوه 6به سرطان، حدود 

(. اوکاليپتوس با نام 21کنند )داروهای گياهی نيز استفاده می

، درختی از .Eucalyptus camadulensis Dehnhعلمی 

کاليپتوس برای سرفه، وباشد. روغن امی  Myrtaceaeتيره

کاليپتوس برای سرفه و برونشيت وبرونشيت و روماتيسم و برگ ا

ها باشد. داروهای گياهی با سابقه استفاده در طی قرنمفيد می

شوند که یا مکمل در نظر گرفته میبه عنوان روشی جایگزین 

کند تا وضعيت جسمی و روانی بهتری به بيماران کمک می

های (. روغن اکاليپتوس اثر ضد تکثير سلول13داشته باشند )

های سرطانی های اساسی در سلولسرطانی دارد. روغن

مسيرهای چندگانه در فعاليت ضدتکثيری سلول را فعال 

های اساسی به عنوان عوامل کنند. اهميت استفاده از روغنیم

شود که عوارض جانبی جا ناشی میمناسب ضدسرطان از آن

. ترکيباتی (14) های عادی بدن ندارندوسيع و آشکاری در سلول

را  ROSکه در روغن اساسی اکاليپتوس وجود دارند سطوح 

ها در پاسخ به ر داخل سلولد ROSدهند. افزایش می

شوند. های محيطی یا استرس در شرایط عادی توليد میمحرک

ها را وادار به های غيرعادی، آندر سلول ROSافزایش سطوح 

 (.15کند )آپوپتوز می

شده در خصوص شيوع بالای سرطان با توجه به موارد مطرح

درمانی و از سوی عوارض شيمیریه، ميزان مرگ ناشی از آن، 

دیگر تلاش برای یافتن داروهای مؤثر و با عوارض کمتر، تحقيق 

حاضر با این هدف انجام شد که تأثير یک عصاره گياهی و داروی 

 KRASای بر روی ميزان بيان ژن مقایسه صورتبهپلاتين سيس

 بررسی گردد.
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 هامواد و روش. 2

 تهيه عصاره گياهی

توس از مرکز ملی ذخایر ژنتيکی و زیستی ایران گياه اوکاليپ

خریداری شد. عصاره گياهی در این پژوهش از روش خيساندن 

 تريلیليم 300گرم گياه از  20تهيه شد. در این روش به ازای هر 

استفاده و پس از فيلتر توسط کاغذ صافی  درصد 80اتانول 

جه در 37واتمن، حلال تا زمان تبخير کامل در انکوباتور 

قرار داده شد. جهت فراهم نمودن استوک اوليه از  گرادیسانت

ليتر ميلی 10 گرم از عصاره استخراج شده در 5/0عصاره گياه، 

( حل شده و مورد استفاده قرار RPMI 1640محيط کشت )

گرفت. لازم است عصاره تهيه شده در ظروف پوشيده شده با 

دن آن ممانعت به ورقه آلومينيومی نگهداری شده تا از اکسيدش

پنسترپ ميکروليتر  500به همراه  FBSليتر ميلی 5 عمل آید.

استریل ریخته شد و با افزودن ليتر ميلی 50 داخل لوله فالکون

 تنظيم گردید.  تريلیليم 50محيط کشت، حجم آن روی 

 A549 کشت رده سلولی 

از مرکز ملی ذخایر ژنتيکی و زیستی ایران  A549سلولی  هرد

 طوربهها را توان آنها، میری شد. جهت نگهداری سلولخریدا

حجمی از  ،A549های منظم پاساژ داد. پس از شمارش سلول

باشد به سلول می 410سوسپانسيون سلولی که حاوی 

و مقداری محيط کشت  شدهخانه منتقل  96های پليت چاهک

ساعت در انکوباتور  24برای حدود  و کامل روی آن اضافه گردید

2CO  انکوبه شد. جهت  گرادیدرجه سانت 37دار در دمای

ها چند خشک کردن عصاره اوکاليپتوس قبل از تيمار با سلول

 500صورت جداگانه توزین شد. هبليتر ميلی 5/1ميکروتيوب 

از عصاره که به خوبی مخلوط شده بود داخل هر تيوب ميکروليتر 

ت در باز نگهداری صورهب گرادیدرجه سانت 37ریخته و در دمای 

های حاوی شد تا عصاره کاملاً خشک گردید. سپس ميکروتيوب

عصاره خشک مجدداً توزین شد که اختلاف وزن ميکروتيوب 

باشد. عصاره خشک شده در یک معرف وزن عصاره خشک می

محيط کشت کامل، به آرامی و ليتر ميلی 1ميکروتيوب توسط 

 مد.صورت سوسپانسيون درآهبه کمک سمپلر ب

 

 MTT Assayانجام 

پلاتين بر برای بررسی تأثير عصاره اوکاليپتوس و داروی سيس

استفاده  MTT Assayاز روش  A549روی بقای رده سلولی 

های موردنظر، ها و بررسی بيان ژنشد. به منظور تيمار سلول

 MTTدست آورد. برای این کار با استفاده ازهرا ب 50ICباید 

Assay  ،ها اثر مختلف از عصاره و دارو به سلول چندین غلظت

یک نمک تترازوليوم زرد رنگ است.  MTTداده شد. معرف 

های فعال متابوليک آن را جذب کرده و در ميتوکندری سلول

های دهيدروژناز، بلور فورمازان بنفش رنگ اثر فعاليت آنزیم

شود که در حلال مناسب حل شده و ميزان رنگ توليد می

شود. برای هر نوع گيری میاسپکتروفتومتری اندازه توليدشده با

سلولی باید با رسم منحنی استاندارد خطی، رابطه متناسبی از 

ميکروليتر  100تعداد سلول و رنگ توليد شده محاسبه گردد. 

 10خانه در محيط کشت، حاوی  96ها در ظرف کشت از سلول

در ساعت  24ها به مدت سرم کشت داده شدند. سلول درصد

انکوبه شدند. هر  2CO درصد 5و گراد درجه سانتی 37دمای 

های پلاتين به چاهکهای عصاره و داروی سيسکدام از رقت

 48تکرار اضافه شدند. انکوباسيون به مدت  3 صورتبهجداگانه 

به هر MTT از محلول رنگ ميکروليتر  20ساعت ادامه یافت. 

ساعت ادامه یافت.  4به مدت  ونيانکوباسده و شچاهک اضافه 

به هر چاهک  DMSO ميکرو ليتر 100 مایع رویی حذف شده و

با نانومتر  570اضافه شد. بعد از پيپتاژ، جذب در طول موج 

 خوانده شد. ELISA Readerاستفاده از 

که برای هر غلظت عصاره، داروی سپس با توجه به این

ر شده برای کنترل، سه بار تست تکرا چنينهمپلاتين و سيس

از سه جذب حاصل ميانگين گرفته شد و به کمک  رو،از این ،بود

پلاتين روی مرگ فرمول زیر درصد تأثير عصاره و داروی سيس

 :سلولی در هر غلظت تعيين گردید

  

(
OD̅̅ ̅̅ treated

OD̅̅ ̅̅  untreated
) × 100 =  𝑡ℎ𝑒 % 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 

 

و تعيين اکسل  ای در نرم افزاردر نهایت با رسم منحنی نقطه

ميزان غلظتی از  ،بهترین خط ممکن و با کمک فرمول خط
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برای آن دوره زمانی محاسبه  50ICپلاتين که عصاره و سيس

سپس تيمار رده سلولی با عصاره  دست آمد.هساعت ب 48گردید 

 پلاتين انجام شد. گياهی و داروی سيس

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

با استفاده از روش  RNA ،ه و داروپس از انجام تيمار با عصار

RNX-Plus  استخراج شد. برای استخراجRNA از کيت 

BIOZOL Total RNA Extraction Reagent  شرکت

Bioflux (Bioer technology Co. Ltd)  .استفاده شد

 NanoDropاستخراج شده توسط  RNAخلوص و غلظت 

2000c Spectrophotometer (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE, USA)  بررسی شد و

تا  7/1ها بين نانومتر برای تمام نمونه 280به  260طول موج 

بررسی شد.  درصد 5/1توسط ژل آگارز  RNAبود. کيفيت  9/1

 دهنده سالمنشان 28Sو  18Sریبوزومی  RNAحضور باندهای 

هایی با کيفيت است. نمونه RNAو دست نخورده بودن  بودن

اسمير را در بالا، بين و پایين باندهای مذکور نشان عالی، حداقل 

 18Sتقریباً دو برابر شدت باند  28Sدهند و شدت باند می

دهنده نشان 28Sو  18Sباشد. فقدان باندهای واضح می

خصوص هاست، ب RNaseتوسط آنزیم  RNAی نمونه تجزیه

اگر حالت اسمير محدود به بخش تحتانی ژل باشد. برای سنتز 

cDNA  از کيتRevert Aid First Stand cDNA 

Synthesis Kit  شرکت Thermo Scientific .استفاده شد

 cDNA ،Random Hexamer (40مواد لازم برای سنتز 

مول( کرويم 100) Oligo dt، ميکروليتر 1به حجم ميکرومول( 

 1به حجم مول( ميلی 10) dNTPو  تريکروليم 1به حجم 

به هر  RNAاز  تريکروليم 10شدند. با هم مخلوط  تريکروليم

قرار داده  گرادیدرجه سانت 65 دمای دقيقه در 5لوله افزوده و 

شد و بعد بلافاصله در یخ قرار داده شد. پس از حدود دو دقيقه 

 5/4 به حجم Nuclease free waterمخلوط واکنش با مقادیر 

، ميکروليتر 2به حجم  M-MuLV 10X buffer، ميکروليتر

M-MuLV (200  )ميکروليتر  5/0به حجم واحد بر ميکروليتر

از این مخلوط اضافه ميکروليتر  7تهيه و به هر لوله به مقدار 

ميکروليتر  20ی که حجم نهایی واکنش در نهایت طوربه ،گردید

گراد درجه سانتی 42 دمای دقيقه در 60شد. واکنش به مدت 

 قرار داده شد. 

 Real-Time PCRطراحی پرایمر و انجام 

 Geneافزارهای پرایمرهای پژوهش حاضر با استفاده از نرم

runner  وAllele ID  طراحی شد. توالیmRNA های ژن

دست به (NCBI)موردنظر از مرکز ملی اطلاعات بيوتکنولوژی 

 آمد و اتصال صحيح پرایمرها به توالی مربوطه بررسی شد و

 Blastط برنامه توس گرید یهایبه توال مرهایاتصال پرا سپس

 مورد بررسی قرار گرفت.  NCBIدر 

لازم به ذکر است که پرایمرها پس از بررسی توسط همين 

افزار جهت ساخت به شرکت ماکروژن سفارش گردید. نرم

پيکومول  100پرایمرها با آب مقطر استریل به حجم موردنظر )

( رسيد و رقت یک دهم از هر پرایمر تهيه و در بر ميکروليتر

نگهداری شد. توالی پرایمرهای گراد درجه سانتی -20 ایدم

 آمده است.  1موردبررسی در جدول 

 

 

 

 پرايمرهای مورد استفاده در تحقیق حاضر .1جدول 

 (bpطول محصول ) پسرو پیشرو ژن

β-ACTIN 5′-TCCTCCTGAGCGCAAGTAC-3′ 5′- CGGTGGACGATGGAGGGGCC-3′ 123 

KRAS 5′-TGAGGACTGGGGAGGGCTTT-3′ 5′-ACCATAGGTACATCTTCAGAG-3′ 121 

 

 طوربههای تيمار و کنترل برای هر تکرار در نمونه PCRتست 

 انجام شد.  KRASو  β-ACTINهای جداگانه برای بررسی ژن

 

 

با استفاده از شيب خط منحنی به دست آمده و رابطه زیر بازده 

 :واکنش برای هر پرایمر محاسبه شد

1 – 1/slope)-(E= 10 

  =Eواکنشبازده 

 =Slopeشيب خط منحنی 
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شد و پروتکل ترموسایکلر  Spinترکيب فوق به آرامی مخلوط و 

 Thermocycler convergent-Great Bratinتوسط دستگاه 

 انجام شد. 

، نياز است تا کارایی Real-Time PCRقبل از انجام واکنش 

ا از پرایمرها بررسی شده و منحنی استاندارد رسم شود. ابتد

cDNAبه  1و  25به  1، 5به  1، 1به  1های ی هر گروه رقتها

 صورتبه Real-Time PCRتهيه شد. سپس واکنش  125

ها همراه با هر کدام از پرایمرها دوبار تکرار برای این رقت

 صورت جداگانه انجام شد. به

 Ctدر پایان، منحنی استاندارد برای هر پرایمر، بر اساس مقادیر 

های مورد استفاده رسم گردید. ت آمده در مقابل رقتبه دس

درون هر ميکروتيوپ مواد لازم در مقادیر ارائه شده اضافه شد. 

ها صورت گرفته و تعيين کميت نسبی در آن به وسيله تکثير ژن

گيری ميزان افزایش نور فلوروسانس در اثر اتصال سایبر اندازه

 ABI 7500 Real-Time PCR systemگرین توسط دستگاه 

(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) 
محاسبه  ∆∆Ctبا استفاده از  ژن انيب زانيم انجام شد. سپس

 شد.

 

 . ملاحظات اخلاقی3

شده  تیاصول اخلاق در پژوهش رعا یپژوهش، تمام نیدر ا

 مطالعه با کد اخلاقاین  است.

IR.IAU.East Tehran.REC.1396.3  خلاق کميته اتوسط

رسيده  صویبتبه دانشگاه آزاد اسلامی تهران شرق ی پژوهش

 .است

 

 هایافته. 4

های مختلف عصاره با غلظت A549های تيمار سلول

های متوالی طی پلاتين در غلظتاوکاليپتوس و داروی سيس

غلظتی از  MTTساعت انجام شد. بر اساس نتایج  48مدت 

کشد را می A549 هایسلول درصد 50عصاره اوکاليپتوس که 

گرم ميلی 77/1پلاتين و برای سيس تريلیليبر م گرمیليم 85/7

(. پس از ترسيم نمودار و به 2و  1باشد )نمودار میليتر بر ميلی

پلاتين و داروی سيس 50ICکمک فرمول بهترین خط، ميزان 

 RNAدست آمد. سپس هساعت ب 48عصاره در دوره زمانی 

ساعت تحت تاثير عصاره و دارو قرار  48هایی که به مدت سلول

 گرفتند استخراج شد. 

ی استخراج شده،  RNAبه منظور کسب اطمينان از عدم تجزیه 

به کمک الکتروفورز ژل آگارز و کميت  RNAهای کيفيت نمونه

 18Sها با اسپکتروفتومتری بررسی شد. در بررسی ژل دو باند آن

گر د که بيانی ریبوزومی به وضوح مشاهده ش28S RNAو 

 باشد. می RNAعدم تجزیه 

 280به  260در بررسی با اسپکتروفتومتری نيز نسبت جذب در 

دهنده به دست آمد که نشاننانوگرم بر ميکروليتر  380 ،نانومتر

و نيز آغشتگی کم آن با پروتئين و  RNAدرجه خلوص بالای 

DNA باشد. ژنومی می 

ی استخراجی  RNAکه این نتيجه حاکی از آن است مجموع، در

تواند با اطمينان در مراحل بعدی تحقيق استفاده شود. قبل می

ضروری است که پرایمرهای  Real-Time PCRاز انجام 

مورد  Conventional PCRطراحی شده با استفاده از روش 

ها بررسی گردد. این کار با ارزیابی قرار گيرند تا عملکرد آن

انجام  Primer-BLASTافزار و نرم NCBIاستفاده از سایت 

با پرایمرهای مذکور انجام  PCRواکنش  ،شد. سپس در ادامه

 شد. 

گونه آلودگی توان گفت که هيچها میبا بررسی منحنی ذوب ژن

(. در 4و  3های تکثيریافته وجود نداشته است )نمودار در نمونه

 2.0.13نسخه  REST 2009افزار نهایت، نتایج با استفاده از نرم

 β-ACTINو  KRASهای آناليز گردید. مقایسه ميزان بيان ژن

 5پلاتين در نمودار در تيمار عصاره اوکاليپتوس و داروی سيس

 مشخص شده است.  2و جدول 

همواره ثابت است و تغييرات ميزان  β-ACTINميزان بيان ژن 

 شود. با آن مقایسه می KRASبيان ژن 

چون ژن مرجع،  ،مشخص است 2طور که در جدول همان

ستون نتيجه مربوط به آن خالی  ،تغييرات ميزان بيان ندارد

 است.
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IC50 =
50 − 105

−7
=

−55

−7
= 7.85

𝑚𝑔
𝑚𝑙⁄  

 ساعت با عصاره اكالیپتوس 48در تیمار  50Icنمودار  .1نمودار 

 

 
IC50 =

50 − 63.54

−7.63
=

−13.54

−7.63
= 1.77

𝑚𝑔
𝑚𝑙⁄  

 نپلاتیسیس یساعت با دارو 48 ماریت در 50Icنمودار  .2نمودار 
 

 
 ACTIN-βژن  PCRذوب محصول  یمربوط به منحن جهینت .3نمودار 

 

 
 KRASژن  PCRذوب محصول  یمربوط به منحن جهینت .4نمودار 

 

 

 در مواجهه با عصاره و دارو KRASژن  انیب راتییمربوط به تغ جهینت .2جدول 

 نتیجه C.I. P(H1) %95 انداردخطای است بیان بازده واكنش نوع ژن

β-ACTIN REF 1 1     

KRAS. Cisplatin TRG 1 108/0 152/0 – 08/0 174/0 – 074/0 0 DOWN 

KRAS. eucalyptus TRG 1 345/0 481/0 – 252/0 610/0 – 203/0 0 DOWN 

 

 
 با عصاره و دارو 549Aهای در تیمار سلول KRASمیزان بیان ژن  .5نمودار 

ود تغييرات ميزان بيان ژن رطورکه انتظار میهمان، 5دار در نمو

نشان داده شده است. چون ژن مرجع همواره و  1 مرجع با عدد

ها ميان بيان ثابتی دارد. در مورد تغييرات ميزان در تمام سلول

هایی که تحت تيمار با داروی در سلول KRASبيان ژن 

ه نتيجه کاهش بيان توان مشاهده کرد کاند میپلاتين بودهسيس

 2ژن بوده است. ستون نتيجه مربوط به این تيمار از جدول 

 درصد 95دهد. با ضریب اطمينان کاهش بيان ژن را نشان می

)با مقدار  p<05/0( و مقدار 074/0 – 174/0)با مقدار عددی 

طورکه عددی برابر با صفر( این کاهش بيان معنادار است. همان

هایی که ميزان بيان ژن در سلول ،مشخص است 5در نمودار 
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برابر کاهش یافته است که با  25/9اند تحت تيمار با دارو بوده

کاهش بيان ژن معنادار  2موجود در جدول  p= 0 توجه به مقدار

هایی در سلول KRASاست. در مورد تغييرات ميزان بيان ژن 

کرد توان مشاهده اند میکه تحت تيمار با عصاره اکاليپتوس بوده

دست آمده با توجه به ستون نتيجه مربوط به این هکه نتيجه ب

، کاهش بيان ژن بوده است. با ضریب اطمينان 2تيمار از جدول 

  p<05/0( و مقدار 234/0– 610/0)با مقدار عددی  درصد 95

)با مقدار عددی برابر با صفر( این کاهش بيان ژن معنادار است. 

ها ميزان در این سلول ،استمشخص  5طورکه در نمودار همان

توجه به صفر  دهد که بابرابر کاهش نشان می 89/2بيان ژن 

 (.2دار است )جدول کاهش بيان ژن معنی pبودن مقدار 

 

 بحث. 5

ای بر روی تأثير ضد باکتریایی، ضد قارچی و ضد سرطانی مطالعه

های دو گونه از دست آمده از ساقه، برگ و گلهعصاره ب

انجام شد. نتيجه  HepG2و MCF7 در رده سلولیاکاليپتوس 

های بررسی نشان داد که عصاره اکاليپتوس از تکثير سلول

(. در مطالعه حاضر نيز استفاده 14کند )سرطانی جلوگيری می

در  KRASاز عصاره اکاليپتوس باعث کاهش معنادار بيان ژن 

دیگری که بر روی های سرطانی گردید. در تحقيق سلول

 ،های اساسی حاصل از گياهان دارویی انجام شده استروغن

مسيرهای چندگانه و طریق نشان داده شد که این ترکيبات از 

کنند مثل توقف چرخه های درگير در آپوپتوز عمل میمکانيسم

زایی، افزایش سلولی، داشتن ترکيبات ضد متاستازی و ضد رگ

(. اثر ROS/RNSنيتروژن ) مقدار اکسيژن فعال و انواع

ها بر روی متوقف کردن اصلی آن یهای اساسی و اجزاروغن

، رونویسی فاکتورهایی مثل EKtو  p53 های تومورپروتئين

AP-1 مسير ،MAPK زدایی مثل های سمو آنزیمSOD ،

کاتالازها، گلوتاتيون پراکسيداز و گلوتاتيون ردوکتازها مورد 

های اليپتوس اثر ضدتکثير سلولبررسی قرار گرفت. روغن اک

 ،های سرطانیهای اساسی در سلولسرطانی دارد. روغن

مسيرهای چندگانه در فعاليت ضدتکثيری سلول را فعال 

 طوربهها های حيوانی استفاده از آنکنند و حتی در مدلمی

مؤثری اندازه تومور را کاهش داده است. این امر اهميت استفاده 

سی را به عنوان عوامل مناسب ضد سرطان نشان های اسااز روغن

های عادی دهد که عوارض جانبی وسيع و آشکاری در سلولمی

بدن ندارند. ترکيباتی که در روغن اساسی اکاليپتوس وجود 

دارند از دو طریق جلوگيری از تکثير سلولی و ممانعت از 

های سرطانی از توسعه در سلول DNAهای تعمير مکانيسم

های اساسی کنند. روغنی سرطانی جلوگيری میهاسلول

ها در در داخل سلول ROSدهند. را افزایش می ROSسطوح 

های محيطی یا استرس در شرایط عادی توليد پاسخ به محرک

ها های غير عادی، آندر سلول ROSشوند. افزایش سطوح می

کند. چنين پاسخی در سلول سرطانی که را وادار به آپوپتوز می

تواند به عنوان می ،ت تيمار با روغن اساسی قرار گرفته استتح

های سرطانی را یک روش درمانی مؤثر مشاهده شود و سلول

(. در مطالعه حاضر استفاده از عصاره 15وادار به آپوپتوز کند )

های سرطانی اکاليپتوس باعث کاهش معنادار بيان ژن در سلول

های کثير کمتر گردید. تحقيق دیگری در ردهو در نتيجه ت

و عصاره دو گونه از جنس اکاليپتوس  Hellaو  Jurkatسلولی 

و در ارتباط با فعاليت سایتوتوکسيک  MTTبر اساس آزمون 

نشان داد که فعاليت  LDHانجام شده است. نتایج فعاليت 

شامل مرگ  Jurkat های ها در برابر سلولسایتوتوکسيک نمونه

های اساسی حاصل (. روغن16ل توسط آپوپتوزیس است )سلو

اثر سایتوتوکسيک در  E. benthamiiهای جوان و بالغ از برگ

های سلولی تومور نشان دادند که این اثر پتانسيل برابر رده

های دارویی و اگرچه ویژگی ؛دهدها را نشان میضدتوموری آن

 (.16است )جامع مورد تحقيق قرار نگرفته  طوربهتوکسولوژیکی 

های گونه ای است که از برگشدهکلادوکال، یک تریترپن فرميله

E. cladocalyx  استخراج شده و اثر سيتوتوکسيک روی لاین

نشان داده است. معمولاً برای  HL-60سلولی ميلوئيد لوکميا 

به عنوان  MTTوکندریایی، مطالعه فعاليت دهيدروژنازی ميت

های فرار (. روغن16شود )آزمون سایتوتوکسيک انجام می

بالقوه در  طوربه E. benthamiiهای جوان و بالغ حاصل از برگ

برابر تغييرات فعاليت آنزیمی ميتوکندریایی و آغاز آسيب اوليه 

به علاوه، گزارش شود مؤثر هستند. که منجر به مرگ سلولی می
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ای تواند باعث آسيب به غشهای اساسی میشده که روغن

های اها غيرقطبی شدن غشزیرا آن ،ميتوکندری شود

را تحریک و سياليت  اميتوکندریایی توسط کاهش پتانسيل غش

غيرعادی نفوذپذیر  طوربهدهند که ها را طوری تغيير میاغش

های بالينی نشان داده که عصاره بررسی(. 16شوند )می

اکاليپتوس اثرات مثبتی در افزایش طول عمر موش و جلوگيری 

داشته است. در تحقيقی از   EACاز رشد تومور در موش دارای

گرم چهار گياه ضدسرطانی ميلی 100و  50، 25 دوزهای

Eucalyptus ،Feronia ،Azadirachta  وCostus  بر روی

استفاده و ميزان کاهش تومور بررسی  EACه های مبتلا بموش

 Feronia 71 ،درصد Eucalyptus 96شد. نتایج نشان داد که 

اندازه  درصد Costus84 و  درصد Azadirachta84 ، درصد

اند. در بررسی اثر داروهای ضدسرطان عمر تومور را کاهش داده

 باشد که اکاليپتوس در مقایسه با گياهانمیبيمار حائز اهميت 

ایجاد کرد  EACدیگر طول عمر بيشتری را در موش مبتلا به 

(. در تحقيق دیگری نشان داده شد که درمان با اکاليپتوس 17)

باعث افزایش ماکروفاژ در ترشحات صفاق شده و افزایش 

ماکروفاژ ممکن است باعث افزایش محصولات سيتوکين مانند 

در داخل  ILر فاکتور( و اینترلوکين )نکروز تومو TNFفاکتور 

های توموری تواند مسئول کشتن سلولحفره صفاق شود که می

(. آزمایش دیگری در مورد تأثير همزمان عصاره 13باشد )

های سرطانی موش اکاليپتوس و داروی بلئومایسين در سلول

استفاده از  مربوط بهانجام شده است. نتایج  EACمبتلا به 

، 50، 25با دوزهای روز  6 یطعصاره اکاليپتوس و بلوئومایسين 

درصد  96تا  100گرم در موش نشان داد که عصاره ميلی100

مهار رشد سلول را به همراه دارد  درصد 88و بلوئومایسين تا 

های در سلول KRAS(. در تحقيق حاضر نيز ميزان بيان ژن 17)

مارشده با عصاره و دارو کاهش یافته است. در مطالعه دیگری تي

 طوربهتواند می KRASهای متفاوت در که جهشبا فرض این

متفاوتی ایجاد سرطان و حساسيت به دارو را تحت تأثير قرار 

های ای طراحی شد. در این تحقيق کلوندهد، آزمایش ویژه

ال جهشی سلولی از منشأ سلولی یکسان تهيه شده و اشک

پلاتين بيان شد. برای تعيين پاسخ به سيسKRAS مختلف از 

را داشتند کمترین  KRAS (G12C)هایی که جهش سلول

نشان  invivoو  invitroهای حساسيت به درمان را در محيط

 DNAدادند. آناليزهای منظم از جذب دارو از ورود به ساختمان 

ص است، زیرا احتمالاً خا KRAS (G12C)نشان داد که جهش 

های برشی و تعميری را برای حذف سریع تواند واکنشمی

که اتصالات حتی قبل از آن ،تحریک کند DNAپلاتينوم از 

 KRASمتقابل تشکيل شود. نتيجه نشان داد که بر اساس حالت 

پلاتين یافته، الگوی مقاومت/حساسيت متفاوت به سيسجهش

 KRASند که عملکرد تواند ثابت کوجود دارد. این یافته می

تواند چگونگی پاسخ سرطان سلول غير کوچک ریه را به می

ای دیگر رابطه (. در مطالعه18بينی کند )درمان با دارو پيش

 پلاتين در سرطان سلول غيرو مقاومت به سيس miR-375بين 

 کوچک ریه بررسی شد.

 طوربه miR-375نتيجه نشان داد که بيان القاشده 

ای از آپوپتوز جلوگيری کرده، تکثير سلولی را ملاحظهقابل

پلاتين را در های تومور به سيسافزایش داده و مقاومت سلول

ضربه  ،این برکند. علاوهبيشتر می H1975 NSCLCهای سلول

های برگرداندن این اثرات بر روی سلول miR-375مؤثر 

H1975 درمانی ها به شيمیو افزایش حساسيت این سلول

 پلاتين است. در نهایت این نتيجه به دست آمد کهسيس

miR-375  ژنKRAS طور دهد و بهرا مورد هدف قرار می

کند. این نتایج را تنظيم می  KRAS mRNAمستقيم بيان

تواند یک نقش مهم در ایجاد می miR-375کنند که اثبات می

رانگا (. 19باشد )داشته  NSCLCپلاتين در مقاومت به سيس

 Rasagenthiو همکاران در هند تأثير یک گياه محلی به نام 

Lehyam های سلولی را روی ردهA549  وH-460  سرطان ریه

اپيتليال برونش بررسی  BEAS-2Bو رده سلولی غيرسرطانی 

نمودند. این محققين گزارش دادند عصاره کلروفورمی این گياه 

و فعاليت ژن  BAXو  P53های سته ميزان بيان ژنتوان

CASPASE-3  کند. در عين حال، عصاره کلروفورمی را بيشتر

 چنينهمرا کاهش دهد.  BCL-2این گياه توانسته ميزان بيان 

ميزان حساسيت به پرتو را در دو رده سلولی سرطانی افزایش 

(. 20ت )اما تأثيری روی رده سلولی غيرسرطانی نداشته اس ،داده



 1398 ريو دو، شماره دو، خرداد و ت ستيباراک، سال  پزشکی علوم دانشگاه مجله و همکارانکاوسی 

 

 94 

 

های در سلول KRASدر تحقيق حاضر نيز ميزان بيان ژن 

 تيمارشده با عصاره و دارو کاهش یافته است.

 

  گیرینتیجه. 6

های در سلول KRASدر تحقيق حاضر، با مقایسه ميزان بيان ژن 

گروه تيمارنشده، گروه تيمارشده با عصاره اوکاليپتوس و گروه 

پلاتين مشخص گردید که در رده ده با داروی سيستيمارش

که با عصاره اوکاليپتوس و داروی  A549 سلولی سرطانی

نسبت به ژن  KRAS اند، ميزان بيان ژنپلاتين تيمار شدهسيس

برابر طی  25/9و  89/2به ترتيب به ميزان  β-ACTINمرجع 

 p (0 =p)<05/0 ساعت کاهش یافته است که چون مقدار 48

تواند به مطالعات آینده کاهش معنادار است. این یافته می ،است

چنين، مند سرطان ریه کمک کند. همدر خصوص درمان هدف

 شود. پتانسيل استفاده از ترکيبات گياهی بيشتر آشکار می

 

 

 

 

 . تقدیر و تشکر 7

 کيارشد رشته ژنت یاز پایان نامه کارشناسبرگرفته این مقاله 

 یحام گونهچيواحد تهران شرق است و ه یدانشگاه آزاد اسلام

دانشجو انجام شده است.  یشخص نهیهز انداشته است و ب یمال

بدین وسيله نگارندگان مقاله از داوران محترم و ناشناس مقاله 

دادند  شیرا افزا الهمق تيفيمند خود ککه با نظرات ارزش

 .ندنماییم یگزارسپاس

 

 . سهم نویسندگان8

معيارهای استاندارد نویسندگی بر اساس تمامی نویسندگان 

پيشنهادات کميته بين المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا 

 بودند.

 

 . تضاد منافع9

گونه تضاد نمایند که هيچوسيله نویسندگان تصریح میبدین

 منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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