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 چکیده

سیلیبینین یک ترکیب فلاونولیگنان از گیاه . ترین عوامل مرگ و میر ناشی از بدخیمی در زنان است سرطان پستان یکی از رایج :سابقه و هدف
در این مطالعه اثر . هاي کبدي مورد بررسی قرار گرفته است استخراج شده و ویژگی ضد سرطانی آن در سلول) Silybum maianum(خار مریم 

  .مورد بررسی قرار گرفته است MCF-7، رشد و آپوپتوز در رده سلولی P53سیلیبینین بر میزان بیان ژنی 
هاي میکرومول در زمان 800الی 25 ،هاي کنترل و تیمار با سیلیبینین در غلظت RPMI1640در  MCF-7هاي  کشت سلول با :هامواد و روش

میزان القاء آپوپتوز . ، میزان رشد سلولی مورد بررسی قرار گرفت MTT( MethylThiazolTetrazolium)ساعت با روش رنگ سنجی 72و  48، 24
در نهایت  .بررسی شد Time PCR -Real توسط دستگاه P53میزان بیان ژن . دبررسی گردی Annexin-Vروش فلوسایتومتري با رنگ آمیزي به

  .صورت پذیرفت Spss ver16تجزیه و تحلیل آماري توسط نرم افزار 
 ساعت بر رشد و نیز القاء آپوپتوز سلولی قابل توجه بود 24میکرومول در  200سیلیبینین در غلظت ها نشان دادند، تأثیر مهار یافته :هایافته

)05/0<P .( ساعت  48انکوباسیون با سیلیبینین درIC50  میکرومول نشان داد 148، برابر با)05/0<P .(هاي فلوسایتومتري نشان دادند که داده
ر همسو با افزایش میزان آپوپتوز د P53سیلیبینین باعث افزایش بیان ژن . القاء آپوپتوز کاملا مستقل از اثر سیتوتوکسیک سیلیبینین بوده است

  .گردد هاي تیمار شده می سلول
همچنین . شد می MCF-7هاي  رشد سلولی و القاء آپوپتوز در سلول کاهشصورت وابسته به دوز و زمان باعث ه سیلیبینین ب :گیري نتیجه

تواند به عنوان یک ماده ضد سرطان پستان  دهند که سیلیبینین می شواهد نشان می. شد P53صورت وابسته به دوز باعث بیان ژن سیلیبینین به
  .در راستاي مرگ سلولی از طریق مسیر آپوپتوز عمل نماید

  P53سیلیبینین، آپوپتوز، رشد سلولی، سرطان پستان ،  :واژگان کلیدي
  مقدمه 

هاي قلبـی   سرطان دومین عامل مرگ و میر بعد از بیماري
سـرطان  . )1(عروقی در بسیاري از جوامع از جمله ایران اسـت  

میلیون بیمـار جدیـد در جهـان در هـر     2/1 پستان با نرخ بروز
علت مرگ  اولینسال شایع ترین بدخیمی در بین زنان است و 

  .)2( باشد و میر ناشی از سرطان در زنان در آمریکا می

طور سنتی براي کنتـرل پیشـرفت   هایی که به یکی از روش
شود، شیمی درمـانی اسـت   بیماري سرطان پستان استفاده می

دلیل عدم انتخابی بودن سمیت ایـن دارو، عـوارض   ه اما ب. )3(
هاي  در ارگان یهاي بافتی غیرقابل برگشت جانبی و حتی آسیب

از سویی مقاومت دارویـی در رونـد   . )4(دارد همراه بسالم بدن 
 ).5، 6( نمایـد آگهـی ضـعیفی را ایجـاد مـی    درمان نیـز پـیش  
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 ٢

هاي گیاهی و نو با سـمیت کمتـر و    تفاده از ترکیببنابراین اس
عوارض جانبی کمتر از ضرورت مطالعـاتی بسـیاري برخـوردار    

  .)7( است
هـاي طبیعـی    هـاي اخیـر نقـش ترکیـب     رو در سال از این

موجود در رژیم غذایی به ویژه فلاونوئیدها در مهار سـرطانزایی  
و درمان سرطان مورد توجـه بسـیاري از محققـان قرارگرفتـه     

فلاونوئیــدها و مشــتقات متــابولیتی آنهــا داراي دو . )6(اســت 
از . )8( اکسـیدانی هسـتند   آنتیاثر ها و  ویژگی مهم مهار آنزیم

این دیدگاه فلاونوئیدها در کنترل و تنظیم بیـان ژنـی و مهـار    
در . )6( هاي مـؤثر در کارسـینوژنز شـرکت فعـال دارنـد      آنزیم

هـاي بسـیار قـوي     ها به عنوان آنتـی اکسـیدان   ضمن فلاونوئید
هـاي آزاد بـا ریشـه     ها در برابر رادیکال لولسشناخته شده و از 

هـا از موتاسـیون و آغـاز     فلاونوئید. کنند اکسیژنی محافظت می
ــوگیري نمــوده و ) Carcinogeneisis(ل ســرطانزایی مراحــ جل
ریـزي شـده   باعـث القـاء مـرگ برنامـه     کهمشاهده شده  اخیراً

. )6، 8( دنشـو مـی نیز هاي سرطانی  در سلول) آپوپتوز(سلولی 
ترکیبـات طبقـه بنـدي شـده در      ءجز) Silibinin(سیلیبینین 

ماده مـؤثره گیـاه    سیلیبینین. می باشدها  زیرگروه فلاونولیگان
 (Silybum marianum)با نام علمـی  (Milk thistle)خار مریم 

 کـه اثـرات ضـد سـرطانی آن بـه ویـژه در هپاتوسـل        باشد می
سیلیبینین در بهبـود   .)8، 9( کارسینوما نشان داده شده است

عملکرد قلبی، سم زدایی و بهبود عملکـرد کبـد ، محافظـت از    
اثـر ضـد سـرطانی     .)9( ر داردها و کیسه صـفرا تـأثی   برونشیت

ــر    ــه طــور عمــده در زمینــه مهــار رشــد و تکثی ســیلیبینین ب
رگزایــی و  ضــد، )10( طانی و مــرگ ســلولیهــاي ســر ســلول

هـاي   روي رده ها بر، در برخی از مطالعه)11(مهاجرت سلولی 
در  .)12(سلولی با شدت اثرات متفاوت نشان داده شده اسـت  

در القــاء تمــایز ســلولی بــین  ویــژهضــمن ســیلیبینین اثــري 
بـا ایـن وجـود سـازوکار و مکانیسـم      . )8( هـا دارد  فلاونولیگان

مشـخص نشـده    مولکولی اثر ضد سرطانزایی سیلیبینین کاملاً
ــت ــژوهش. )12( اس ــیلیبینین را در    پ ــش س ــادي نق ــاي زی ه

ــد )13( پیشــگیري از شــروع ســرطان پروســتات  ، ویژگــی ض
، مهـار رشـد و تقسـیم    )14( سرطانی و ضـد التهـابی در کبـد   

 ،، القاي آپوپتوز در سرطان ریه)15(سلولی در سرطان کولون 
و  Tiwariدر مطالعـه  . نشـان داده انـد   )16، 17(پوست و مغز 

همکاران نشان داده شـد کـه مسـیر آپوپتـوزي القـا شـده در       
هـاي سـرطانی پسـتان از طریـق مسـیر میتوکنـدریایی        سلول

بررسـی   P53 بر میزان بیـان ژن  سیلیبینین باشد ولی تأثیر می
هاي سرطان  و همکاران در سلول  Pesakhov .)18(نشده است 

لوسمی میلوئید حاد نشان دادند که سیلیبینین به همراه پلـی  

سـید باعـث فعـال    هاي گیاهی کورکومین و کارنوسـیک ا  فنول
  .)19( شدند 3و  9،  8هاي کاسپاز  شدن پروتئین

هاي اندکی نقش سلیبینین در مهار تقسیم  تاکنون پژوهش
 ، راصورت وابسته بـه دوز و زمـان   سلولی و نیز القاء آپوپتوز به

این رو در پژوهش حاضر اثر تیمار با  از. )20( اندنظر گرفته در
هـاي سیتوتوکسـیک، آپوپتوتیـک و نیـز      ویژگی سیلیبینین بر

به عنوان محور ژنی بروز آپوپتوز  P53تأثیرگذاري بر بیان ژنی 
سرطان پستان مورد بررسی قرار گرفته  MCF-7سلولی  در رده

  .است
  ها مواد و روش 

  هــاي ســرطان  در ایـن پــژوهش رده ســلول : کشــت ســلولی
ــتان  ــتیتو( MCF-7پس ــران   انس ــران، ته ــتور ای ــورد ) پاس   م

، (RPMI 1640  Gibcoاز محـیط کشـت   . استفاده قرار گرفـت 
   FBS درصـد سـرم جنـین گـاوي     10غنـی شـده بـا    ) آمریکا 

Fetal Bovine Serum) (Gibco)  بیوتیــک  و آنتــی) ، آمریکــا
. استفاده شد) ، آمریکاSigma Aldrich% (5پنیسیلین با نسبت 

هـاي   ها به سطح پوشش مناسب در پلیت بعد از رسیدن سلول
سلول کشـت داده   1×104خانه اي در هر چاهک به میزان  96

درصـد  % 5گـراد و   درجه سـانتی  37ساعت در دماي  24شد و 
تیمـار  ) سانیو، ژاپن(رطوبت انکوباتور % 95دي اکسید کربن و 

بـه عنـوان   %) Dimethyl SulfoxideDMSO ( )99.9 (.گردیـد 
 482.44حلال براي تهیه محلول پایه سیلیبینین بـا مولاریتـه   

 Sigma-Aldrich(هاي مختلف سیلیبینین  غلظت. استفاده شد
تیمار داده شـده در محـیط   ) Cat. no.: 22888-70-6، آمریکا ؛

ــت  ــامل غلظـ ــت شـ ــاي  کشـ  800،400،200،100،50،25هـ
ــه  انتخــاب غلظــت. لیتــر بــودمیکروگــرم در میلــی ــر پای هــا ب

مطالعـات انجـام شـده روي      IC50هاي پیشین و میزان پژوهش
طول مـدت زمـان تیمـار    . )20( هاي سرطان پستان بود سلول

. ساعت بوده اسـت  72و  48، 24سلولی با ماده مداخله شامل 
ها بدون سیلیبینین به عنوان کنترل منفـی و یـک    تیمار سلول

  .لحاظ شدند DMSOگروه به عنوان کنترل با تیمار 
  :ســـنجش میـــزان رشـــد ســـلولی و ســـمیت دارو

ــت  -MTT )Sigma (MethylThiazolTetrazolium) کیــــــ
Aldrichبا استفاده از رنگ) ، آمریکا-thiazolmethyldi-(4,5-3

 tetrazolium bromidephenyldi-2,5-yl)-2  ــین ــراي تعیـ بـ
مـورد اسـتفاده قـرار     MCF-7 هـاي زنـده   درصد فراوانی سلول

اي حاوي سلول تیمار شده بـا رنـگ    خانه 96هاي  پلیت. گرفت
MTT ساعت انکوبه شده سپس با دور ریختن مـایع   4 به مدت

  در) هاي زنده شاخص مولکولی سلول(رویی، بلورهاي فورمازون 
]   و بــــافر سورنســــون DMSOمحلــــول  میکرولیتــــر 225 
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 PBS (Phosphate Buffer Saline)   فسـفات و  ؛ پتاسـیم بـیس
حل شـده و در دسـتگاه الایـزا مـورد     ) فسفاتدي سدیم بیس

ــوج    ــول مـ ــنجش در طـ ــت  590سـ ــرار گرفـ ــانومتر قـ   . نـ
  غلظتی از سـلیبینین کـه قـادر بـه مهـار تقسـیم سـلولی بـه        

  لفــــه کینتیکــــیؤدرصــــد باشــــد را بــــا م 50میــــزان  
 )alf maximal inhibitoryconcentrationh( 50IC   نشـان داده

  ).1نمودار ( شد
خانـه اي در   6در پلیـت  : فلوسایتومتري و بررسی آپوپتوز

سـلول مـورد تیمـار قـرار      5×104هر چاهک به طـور متوسـط   
هــاي   چاهــک بــوده  غلظــت 6ظــرف کشــت حــاوي . گرفتنــد

ــراي  میکروگــرم در  200،150،100،50،25 ســاعت  48لیتــر ب
ها را پس از شستشـو   سلول. جهت بررسی آپوپتوز استفاده شد

از ) آمریکـا  ،Invitrogen(آنـزیم تریپسـین    یک واحد و  PBSبا
هـا بـا محلـول     سـلول . شـدند فوژ یسـانتر  پلیت جـدا نمـوده و  

شستشـو داده  ) ، آمریکـا Ebioscience(درصد بافر باندینگ 10
محلـول  . فوژ شـدند یسـانتر  rpm 15000دقیقـه در  15شده و 

(Fluorescein isothiocyanate)FITS  ــه    متصـــــل بـــ
) Annexin-V Ebioscience میکرولیتـر   5به میـزان  ) ، آمریکا

. شدندیط تاریک انکوبه دقیقه در دماي اتاق و مح 15مدت ه ب
هـاي موجـود در غشـاي     به فسفاتیدیل سـرین  Annexinرنگ 

سپس . نماید دار می سلول آپوپتوز یافته چسبیده و آنها را نشان
؛ PI )Propidum iodideمیکرولیتــر محلــول  5اســتفاده از  بــا

Ebioscienceتوســـط دســـتگاه  شـــمارشآمـــاده ) ، آمریکـــا
شـمارش سـلولی در   ) آمریکا، FACS Calibur(فلوسایتومتري 

ــد ــت  410 واحـ ــورت گرفـ در  )PI )Propidium iodide .صـ
هسـته متصـل شـده و تعـداد      DNAهاي نکروز شده به  سلول
در این آزمون محیط کشت . هاي نکروز شده را نشان داد سلول

  .فاقد سیلیبینین به عنوان کنترل منفی استفاده شد
بعد از کشـت سـلولی و   : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

) سیناژن، ایران( RNX-Plusها، با استفاده از کیت  تیمار سلول
. طبق دستور شـرکت سـازنده انجـام پـذیرفت     RNAاستخراج 

از کلروفرم و ایزوپروپـانول و شستشـوي    RNAبراي جداسازي 
با  DNAهاي  آلودگی در نهایت .استفاده شد% 75 آن از اتانول

از  .شـود  از بین برده می DNase, RNase-freeاستفاده از تیمار 
و سنجش خصـلت و   RNAگیري  دستگاه نانو دراپ براي اندازه

ــدازه  ــوج  RNAان ــول م ــا در ط ــاي  ه  230/280و  260/280ه
،  cDNA )Vivantisوسیله کیت سنتز ه ب. نانومتر استفاده شد

و پیرو دستورالعمل شرکت سازنده و بـا اضـافه کـردن    ) آمریکا

Rnase inhibitor  جهت از بین بردن آلودگی سنتزcDNA  ه ب
  .گراد انجام پذیرفت درجه سانتی 65دقیقه در دماي  5مدت 

Real Time PCR : سنتز پس ازاستخراجcDNA  هـاي   نمونـه
کشت بدون تیمار با سیلیبینین به عنوان کنترل و تیمـار داده  

 Real-Time PCR شده با سـیلیبینین بـا اسـتفاده از تکنیـک    

 Polymerase Chain Reaction)(،  براي تعیین درصد تغییرات
 رو بررسی میزان بیان ژن از این .استفاده شدند P53بیان ژنی 

P53   در قیاس با ژنGAPDH )در همان ) خانه دار ژن کنترل
ها  بیان ژن. تخمین زده شد  P53ها به صورت بیان نسبی نمونه

 (Triplicate)گانـه  به صـورت سـه  Real Time PCR در فرایند 
پرایمرهاي طراحـی شـده بـراي هـر ژن از نظـر       .انجام گردید

  NCBI در سـایت  BLASTاختصاصـی بـودن بـا اسـتفاده از     
(National Center for Biotechnology Informatio, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  ــرل شــــد  کنتــ
  ).1جدول (

  شده هاي آغازگر استفاده  توالی .1جدول 

  
   

 Master Mix بـا اسـتفاده از    Real-Time PCR  واکنش  

2x )Biorad ، توسـط   میکرولیتـر  20 حجـم نهـایی   در) آمریکا
) آمریکـا  ، Real Time PCR )Biosystems Applied دسـتگاه 

 توسط نرم افزار )CT(سیکل آستانه هاي  هدآنالیز دا انجام شد و
 System software ver.2.0درصد تخمین براي  .پذیرفت انجام

 ΔΔCT-2 فرمـول   از P53بیــان ژنـی   (Fold change)تغییـرات  
 P53تفاوت سـیکل آسـتانه ژن    ΔΔCT شد که در آناستفاده 

بـدون  (نمونه کنتـرل   در بینGAPDH قیاس با ژن کنترل  در
تعیـین   سیلیبینیننسبت به نمونه تیمار شده با ) تیمار با دارو

 لاکس ـ از نـرم افـزار  ΔΔCT-2 در نهایـت بـراي تخمـین     .گردیـد 
  . استفاده شد 2013ویرایش 

  افـزار  ها با اسـتفاده از نـرم   آنالیزهاي آماري داده: آنالیز آماري
16  SPSS مقایسه واریانس بین گروهـی توسـط   . صورت گرفت

بـین   tهـا وآزمـون    یک طرفـه بـین غلظـت    ANOVAآزمون 
بـه   P>05/0هـا بـا    یافته. ها در هر غلظت انجام شد بندي زمان

  .داري تلقی شدعنوان معنی
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 ٤

 هایافته 
اثـر  : تأثیر سیلیبینین بر مهـار رشـد و تقسـیم سـلولی    

هاي مختلف بـر رده   سیلیبینین بر میزان رشد سلول در غلظت
 مـورد ارزیـابی قـرار گرفــت    MCF-7سـلولی سـرطان پسـتان    

ــودار ( ــت). 1نمـ ــیلیبینین در  200 غلظـ ــولار از سـ  میکرومـ
ساعت پس از تیمار در مقایسه با کنترل تیمـار   24بندي  زمان

طـور قابـل تـوجهی از رشـد سـلولی      ه نیافته با سیلیبینین، ب ـ
ــوگیري نمــوده اســت   1نمــودار ). 1نمــودار (  ) P>01/0(جل

گانه بـراي هـر    3هاي تفاوت نسبی بقاء سلولی را در زمانبندي
را بـه همـراه   ) میکرومـول  50 ،100 ،200(غلظت سـیلیبینین  

. نشـان داده اسـت   DMSOکنترل بدون تیمار با سیلیبینین و 
 شد سلولی با کمترین میـزان سـمیت بـر   حداکثر میزان مهار ر

ســاعت بعـد از تیمــار و در   48اسـاس تــأثیر مهارکننـدگی در   
اخـتلاف  ). 1نمودار ( میکرو مولار مشاهده گردید  100غلظت 

میکرومـول در   50رشد سلول در غلظت  آماري در میزان مهار
هاي مطالعـه   ساعت پس از تیمار در مقایسه با سایر غلظت 72

میکرومول سـیلیبینین   50در غلظت ). P>05/0( مشاهده شد
ساعت پس از تیمار مهار رشـد سـلول قابـل     72بندي در زمان

  ). P>05/0(ساعت بود  24مقایسه با 

  
غلظت دارو بر میزان بقا سلولی در زمانهاي  تأثیرمقایسه . 1نمودار 

و ) DMSO( مثبتها در مقایسه با گروه کنترل  مختلف تیمار سلول
  )تیمار بدون( منفی

  
مهار وابسته به غلظت رشد سـلولی توسـط سـیلیبینین از    

بنـدي سـه گانـه مـورد بررسـی قـرار       در زمان IC50نظر میزان 
 IC50میزان . اندارائه شده 2طور خلاصه در جدول ه گرفت که ب

ساعت پس از تیمار به مقدار  24در مهار رشد سلولی در زمان 
هـاي   فـه در زمـان  لؤایـن م . میکرو مول تخمین زده شـد  199

کمتر شـده و در غلظـت کمتـر از    ) ساعت 48(تر تیمار طولانی
 72بنـدي  در زمان IC50میزان . میکرومول مشاهده گردید 158

 48با ) میکرومول 141 (ساعت بعد از تیمار تفاوت چشم گیري
  ). 2جدول(ساعت نشان نداد 

  
مهار وابسته به زمان سیلیبینین بر بقاء سلولی و ارتباط  .2جدول

  IC50آن با میزان 
  

  )(µMغلظت سیلیبینین 
IC50  
(µM)  

DMSO  400  200  100  50  زمان  کنترل  
  )ساعت(

199  92.5  86.2  52.0  0.0  0.0  0  24  
158  92.5  92.2  78.5  28.5  10.7  0  48  
141  92.5  94.0  86.8  42.0  7.7  0  72  

  
وابسته به زمان تأثیر سیلیبینین بر تقسیم سلولی در روند 

رونـد مهـار رشـد یـا تقسـیم      . نشان داده شده اسـت  1نمودار 
میکرومـول در   200الـی   50هـاي   سلولی بر اثر تـأثیر غلظـت  
سـاعت نزدیـک بـه هـم و      72و  48مقایسه با گروه کنترل در 

ها  هدر کل یافت). 1نمودار( ساعت پس از تیمار بود 24 بیشتر از
نشان دادند تأثیر مهارکننـدگی سـیلیبینین بـر رشـد سـلولی      

و  400هـاي   در تیمار با غلظـت . وابسته به زمان و غلظت است
میکرومول مهارکنندگی رشد سلولی و میزان سمیت دارو  800

کنتـرل بـود کـه ایـن دو غلظـت در ادامـه        DMSOمشابه بـا  
  .آزمایشات حذف گردید

  
و   IC50 منحنی لگاریتم غلظت به منظور بررسی میزان . 2نمودار 

، 200، 100، 25 هاي درصد مهار رشد سلولی سیلیبینین در غلظت
مول که منجر به کاهش پرولیفراتیو سلولی میکرو 800و  400

  )ساعت 24و در  MTTروش ه ب( شود می
  

هـاي   تـأثیر غلظـت  : تأثیر سیلیبینین بر میزان بروز آپوتوز
بر میـزان بـروز آپوپتـوز و     MCF-7مختلف سیلیبینین در رده 

گیري و در نمـودار   ساعت پس از تیمار اندازه 48نکروز سلولی 
  ). 3نمودار (اند اي نشان داده شده میله
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اساس  نمودار توصیفی مقایسه بروز نکروز و آپوپتوز بر .3نمودار

هاي  هاي تیمار شده با غلظت هاي فلوسایتومتري در سلول داده
هاي تیمار نشده به عنوان  و سلول 200،150،100،50،25،12.5

  گروه کنترل
  

میکرومـول   200تـا   25هاي  میزان بروز آپوپتوزیس در غلظت
عامل آپوپتوز بـوده و در   درصد 30نزدیک بهم بوده و بیش از 

سـاعت   48زمـان   IC50میکرومول که در محدوده  150غلظت 
. بروز آپوپتـوز مشـاهده شـد   ) درصد 40(بوده بیشترین میزان 

. هاي زنده بـود  درصد سلول 6/93 گروه کنترل منفی نیز شامل
داري  میکرومـول تـأثیر معنــی   5/12همچنـین دارو در غلظـت   

نکروز و آپوپتوز در محیط کشت  مقادیر فراوانی نسبی. نداشت
در مواجهـــه بـــا هـــر غلظـــت ســـیلیبینین بـــا اســـتفاده از 

نشـان داد کـه میـزان     Annexin-Vفلوسایتومتریک بـه روش  
هاي استفاده شده در قیاس بـا نکـروز    پدیده آپوپتوز در غلظت

  ).1شکل(عامل اصلی در مهار بقاء سلولی بود 

  

      

      
  

  

  

  .هاي تیمار شده دارد هاي فلوسایتومتریک که نشان از القا اپوپتوز در سلول داده .1شکل
LL  :هاي زنده  جمعیت سلولAnnexinV - /PI - )(  

LR :هاي با آپوپتوز اولیه  جمعیت سلولAnnexinV + /PI - )(  
UL :نهایی(هاي با نکروز تاخیري  جمعیت سلول (AnnexinV - /PI + )(  

UR :نهایی(هاي با آپوپتوز تاخیري  جمعیت سلول ( و نکروز اولیهAnnexinV + /PI + )(  
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 ٦

هاي اسـتانداردي   منحنی: P53تأثیر سیلیبینین بر بیان ژن 
هـاي مختلـف سـیلیبینین بـا اسـتفاده از       که از تکثیـر غلظـت  

آغازگرها رسم شده، نشان دهنـده شـیب منحنـی یکسـان بـا      
ــارایی  ــدود  PCRکـ ــراي ژن  %101در حـ ــود  GAPDHبـ بـ

ن ژمنحنی ذوب نشان دهنده تکثیر اختصاصـی  ). الف.2شکل(
 استفاده از آغازگر مـورد اسـتفاده در مطالعـه بـود    مورد نظر با 

  ). ب.2شکل(
میکرومــول ســیلیبینین در    100در غلظــت   P53بیــان ژن 

 برابر شـده اسـت   میکرو مول دو 25مقایسه با کنترل و غلظت 
ارتبــاط معکــوس تغییــرات میــزان بیــان ژنــی در ). 4نمـودار  (

مختلـف  هاي  مقایسه با میزان بقاء سلولی نشان از تأثیر غلظت
و به تبع تشـدید القـاي آپوپتـوز     P53سیلیبینین بر بیان ژنی 

  .)4نمودار ( دارد

  
در مقایسه با میزان  P53تغییرات سطوح بیان ژنی . 4نمودار 

مختلف داروهاي  تغییرات مهار رشد سلولی در پاسخ به دز

  

  
 GAPDHبا استفاده از آغازگر اختصاصی براي ژن  MCF-7هاي مختلف تیمار شده در رده سلولی  منحنی استاندارد حاصل از غلظت .الف.2شکل

]  مورد استفاده در مطالعه P53تکثیر شده با آغازگر  PCRمنحنی ذوب محصول . ب
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  بحث  
هاي حاضر نشان دادند سیلیبینین اثر مهاري بالقوه  یافته
داشت که باعث کاهش رشـد سـلول و    MCF-7هاي  بر سلول

تـأثیر مهـاري   . ریـزي شـده سـلولی شـد     افزایش مرگ برنامه
زمـان و وابسـته بـه     سیلیبینین به صورت وابسـته بـه تغییـر   

هـاي بـالاي    ه، سیلیبینین در غلظتدر این مطالع. غلظت بود
میکرومول باعث مهار رشد و افزونـی پیـدایش آپوتـوز در     25

و همکاران نشان   Ghasemiمطالعه .شد MCF-7رده سلولی 
و  HepG2( هـــاي کبـــدي  داد، ســـیلیبینین در رده ســـلول

Hep3B (     اثر سمی بسیار قوي دارد کـه باعـث بـروز آپوپتـوز
مطالعـه  هـاي   اي همسـو بـا یافتـه    در مطالعه. )9( سلول شد

ولی سیلیبینین همراه با اشـعه فـرا بـنفش در رده سـل     حاضر
MCF-7  اثــر مهــاري رشــد ســلولی داشــت ولــی ســازوکار و

طالعه در م. )20( مکانیسم مولکولی اثر آن بررسی نشده است
 T47Dمحمودي و همکاران تأثیرات سیلیبین در رده سلولی 

 مهار رشد و افزایش مرگ سلولی نشـان داده شـده اسـت    در
در  و همکاران Nejati مطالعه حاضر،هاي  همانند یافته. )21(

کـه افـزایش    نشان دادنـد  T47Dرده سلولی  روي اي مطالعه
بـه   109از  IC50ساعت در کـاهش میـزان    48به  24زمان از 

این پدیـده نشـانگر افـزایش    . )22(است میکرومول مؤثر  31
مطالعـه اي بـا نتـایج همسـو     . کیفیت تأثیر سـیلیبینین دارد 

سیلیبینین تأثیرات وابسته بـه زمـان در    نشان داده است که
  .)23( هاي سرطان کولون دارد سلول

و همکـاران بـا    Nejatiهـاي ایـن بررسـی،     همسو با یافته
میکرومول سـیلیبینین   200معرفی دزهاي مختلف از صفر تا 
هاي سرطان  ها در رده سلول شاهد افزایش القاء آپوپتوز سلول

از جمله اهداف این طـرح بررسـی تـأثیر    . )22( پستان بودند
 800هاي صفر تـا   ها بود که با بررسی غلظت غلظت بر سلول

افـزایش میـزان مـرگ سـلولی همـراه بـا        موجـب کرومول می
ــت  ــزایش غلظ ــداف ــا ش ــین در . آنه ــبت همچن ــه نس مقایس

دار بقـاي   شاهد کـاهش معنـی   200و  100،  50هاي  غلظت
در مطالعـه حاضـر   . سلولی بـه نسـبت گـروه کنتـرل بـودیم     

میکرومول اثرات سـمی بسـیار قـوي     800و  400هاي  غلظت
بود کـه پـیش بینـی غلظـت دارویـی       DMSOمشابه کنترل 

ــگاهی    ــرایط آزمایش ــیلیبینین را در ش ــن  in vitroس ممک
هاي حاضر نشـان دادنـد کـه سـیلیبینین بـه       یافته. سازد می

 MCF-7عنوان یک مهار کننده رشد سـلولی در رده سـلولی   
میکرو مولار مـؤثرتر بـر بقـا و رشـد      200هاي زیر  در غلظت

ایـن در حـالی اسـت کـه     . سلولی با سـمیت پـایین تـر بـود    

همانند با گـروه کنتـرل    میکرو مولار 800و  400هاي  غلظت
DMSO ها داشتند اثر سمی به سزایی بر سلول.  

انــد ســیلیبینین اثــر آپوپتوتیــک و  مطالعــات نشــان داده
. )24( هـاي سـلولی مختلـف دارد    ضدرشد قوي بـر روي رده 

Wang       و همکاران اثر ضـد التهـابی و القـاي آپوپتـوز توسـط
آنتـی  ( Bcl-2سیلیبینین را در ارتباط بـا افـزایش بیـان ژنـی    

هـاي   سـلول در ) آپوپتوتیک( Baxو کاهش بیان ) آپوپتوتیک
و همکـاران اثـر    Tyagi. )25( مغزي بعد از سکته نشان دادند

هاي سرطانی بیضه با محوري بودن  سیلیبینین را روي سلول
متاثر از تیمار با سیلیبینین مطرح نموده و  P53افزایش بیان 

را نشان   Bidافزایش بیان ژنی 2 فعال شدن پروتئین کاسپاز
نیز سـیلیبینین باعـث افـزایش     حاضردر مطالعه . )26( دادند

کـه در مقایسـه بـا میـزان بقـاء       طوريشد، به  P53بیان ژن
 گـر نیـز  دیاي  در مطالعـه . سلولی رابطه عکس مشـاهده شـد  

 Hep55سیلیبینین باعث فعال شـدن مسـیر آپوپتـوز در رده    
سـیلیبینین   و همکـاران نشـان دادنـد کـه     Wang. )27( شد

هاي درمال و اپی درمال در برابر پرتو  باعث محافظت از سلول
شـده و اثـر ضـد     P53وسـیله افـزایش بیـان ژن    فرا بنفش به

اگرچه  حاضردر مطالعه . )28( یی داردسرطانی و ضد تومورزا
ــل توجــه و   5/12غلظــت  ــأثیر قاب میکرومــول ســیلیبینین ت

ها میزان بروز آپوپتوز  داري نداشته ولی با افزایش غلظت معنی
تغییرات و میزان بروز آپوپتوز در مقایسه با نکروز . تشدید شد

در مطالعه حاضر با بررسی فلوسایتومتریک . باشد دار می معنی
هاي تیمار شـده بـا    لولبرروي سAnnexin-V با رنگ آمیزي 

ها بـه فـاز آپوپتـوز در     سیلیبینین، بروز آپوپتوز و ورود سلول
نشان داده ) بدون تیمار با سیلیبینین( مقایسه با گروه کنترل

هـاي   شد که دلیل عمده مرگ سلولی و مهار رشد در غلظـت 
همچنین نتایج این . بینی شده به علت بروز آپوپتوز بود پیش

ارتباط مستقیم غلظـت دارو بـا افـزایش     مطالعه نشان دهنده
کند کـه اثـر سـمی     این آزمایش تأیید می. بود P53بیان ژن 

هـا بـه فـاز آپوپتـوز و بیـان ژن       سیلیبینین باعث ورود سلول
شده و در مقایسه با غلظـت و میـزان بقـا و     P53آپوپتوتیک 

رشد سلولی با افزایش غلظت باعث افـزایش مـرگ سـلولی و    
شـود کـه نشـان از تـأثیر      می P53یان ژن همچنین افزایش ب

هـاي   سیلیبینین بر ایـن ژن و فراینـدهاي مـرتبط در سـلول    
. هاي تیمار نشده کنتـرل دارد  تیمار شده در مقایسه با سلول

تر مولکولی باید مطالعـات بیشـتر    براي تعیین مکانیسم دقیق
  .صورت پذیرد
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این پژوهش نشـان داد کـه سـیلیبینین     بطور کلی نتایج
سته به زمان و غلظـت باعـث مهـار رشـد، افـزایش مـرگ       واب

هـاي   در سـلول  P53سلولی، تشدید بروز آپوپتوز و بیـان ژن  
هـا ضـمن تأییـد     ایـن داده . شود می MCF-7سرطانی پستان 

هاي پیشین شـواهدي مبنـی بـر تـأثیر سـیلیبینین بـه        یافته
اثـر بخـش بـا تـأثیر       Chemopreventiveعنـوان یـک عامـل   

 تکمیلـی در  هـاي  پـژوهش . نهاد کـرده اسـت  آپوپتوتیک پیش
سطوح سلولی جهت یـافتن مکانیسـم فلاونولیگـان درابعـاد     
مولکولی و انجام مطالعـات کارآزمـایی بـالینی جهـت تأییـد      

  .گردد پیشنهاد میدرمان سرطان  اثربخشی این ترکیب در

  اريزسپاسگ
نامه کارشناسـی ارشـد مصـوب     این مقاله برگرفته از پایان

الملل ارس بوده و مراحل اجرایی آن توسـط مرکـز    ه بینبشع
مین أدارویی دانشگاه علوم پزشکی تبریز ت-تحقیقات کاربردي

هـاي دانشـکده    مراحل اجرایی طرح در آزمایشـگاه . مالی شد
ی ی ـعلوم نوین پزشکی و مرکـز تحقیقـات نـانو فنـاوري دارو    

لـذا از مســئولین مراکـز یــاد شـده تشــکر و    . صـورت گرفــت 
  .گردد قدردانی می
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Background and Objectives: Breast cancer is one of the most common leading causes of cancer–related 
mortality in women. Silibinin, a natural flavonolignane and the main component of milk thistle (Silybum 
maianum), has conventionally been overlooked as anti-hepatotoxic and anti-cancer agent. In this study, we 
assessed the effects of Silibinin on breast cancer cell viability, growth, apoptotsis and expression level of 
P53 gene in MCF-7 cells.  

Materials and Methods: The MCF-7 cells were treated in the medium of RPMI1640 and silibinin 
(control and 25–800 μM) for 24, 48 and 72 hours. Cell proliferation was assessed by MTT (Methyl-
Thiazol-Tetrazolium) assay. The percentage of apoptosis was determined by flow cytometry analysis 
using Annexin-V fluorecence isothiocyanat (FITC). The fold changes of P53 expression were determined 
by Real-Time PCR. 
Results: The results showed the maximum inhibitory effect of silibinin on the inhibition of cell growth 
and induction of apoptosis at a concentration of 200 μM after 24 hour incubation (p<0.05). Incubation of 
the cells with silibinin for 48 hours descended IC50 value to 148 μM (p<0.05). The flowcytometric analysis 
showed that silibinin-induced apoptosis is independent of its cytotoxic effects on the cells. Increase in the 
percentage of apoptosis was associated with significant increase in P53 mRNA level. 

Conclusions: Silibinin inhibited cell growth and induced apoptosis in a time-dose depending effect. 
Furthermore, Silibinin treatment resulted in apoptotic effects on MCF-7 cells. These results suggested that 
Silibinin could be an affective component to induce cell cycle arrest and apoptosis in vitro. 

Keywords: Silibinin, Apoptosis, Cell growth, Breast cancer, P53 
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