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 چكيده

  بات ي ترک  از  که  دياس  کيکارنوس  شده  گزارش  ني همچن   .است   بحث  مورد  هنوز  MCF-7  تهاجم  و  آپوپتوز  بر  شناليکاند  ط يمح   ريتأث  : زمينه

  در   AIF  به  وابسته  ريمس   قيطر  از   آپوپتوز  وقوع  پژوهش،   نيا  در  لذا  .است  برخوردار  يضدسرطان  تي صخا  از  باشد،ي م ی  رزمار  عصاره

 قرارگرفت.  مطالعه مورد  AIF  ،Bax  ،Bcl-2  ،P53ی هاژن  انيب يبررس  بای رزمار  عصاره و  شناليکاند ط يمح   با مارشدهي ت MCF-7  یهاسلول

های  سلول   ،)کنترل(   سرم   و   کشت  ط يمح   کشت داده شده در  MCF-7 یها سلول:  لم شا   آزمايشي های  اين تحقيق گروهدر    ها:روش  و  مواد

عصاره رزماری با    ی حاو  کشت  طيمح های کشت داده شده در  سلول  ،)گروه محيط کانديشنال(   سرم  یحاو  شناليکاند  طيمح کشت داده شده در  

)  ی هاغلظت تيمار(  ساعت  48  و  24  مدت  به(،  تري ليليم   بر   كروگرميم   100  و  50  متفاوت    روش   باي  سلول  ر يتكث   زانيم  .باشندمي   )گروه های 

MTT  روش  با ها ژن  ان يب نيهمچن  شد. ي بررس RT-PCR شدند.ي بررس 

  گروه  یهاسلول  با  سهيمقا   دری  داريمعن  کاهش  ساعت،  48  و  24  مدت   به  سرم  و  شناليکاند  طيمح  با  شده  ماري تی  هاسلول  بقاء   زانيم  ها: افتهي

 به  سرم، ی  حاو  تريلي ل يم  كروگرم/يم  100  و   50ی  رزمار   با  شده  داده  کشت   MCF-7ی  ها سلول دار بقاء  افزايش معني   كهيحال  در   داد.  نشان  کنترل 

  و   Bax  و  P53،  AIFی  هاژن   ان يب  دری  داري معن   ش يافزا   شد.  مشاهده  گروه تيمار شده با محيط کانديشنال و سرم  با  سهيمقا   در  ساعت  48  مدت

  مشاهده   کنترل  گروه  با   سهيمقا   در   48  و   24  مدت  به  سرم  و   شنال يکاند  ط يمح   با   شده  ماري ت  ی هاسلول  در  Bcl-2  ژن  انيب  داري معن   کاهش   ن يهمچن

ميلي   100رزماری    شد. از  ميكروگرم/  پس  سرم  و  م  48ليتر  کاهش  به  منجر  ژن عني ساعت  بيان  رزماری    Bcl-2و    P53  ،AIFهای  دار    50و 

 در مقايسه با گروه محيط کانديشنال و سرم گرديد. Baxدار بيان ژن ساعت باعث کاهش معني  48 و 24 ليتر حاوی سرم پس از ميكروگرم/ ميلي 

 100ی  رزمار   و  ساعت  48  و  24  از  پس  شناليکاند  طيمح   با  ماري ت  از   پس  MCF-7  یهاسلول  در  AIF  به  وابسته  یآپوپتوز  ري مس  :یر يگجهينت

 است.  دهيگرد  فعال ساعت 48  از  پس سرمی حاو

 ی رزمار  عصاره شنال،يکاند طي مح  آپوپتوز،  ،MCF-7ی هاسلول کليدی:   نواژگا
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 مقدمه
  رطان س   يسلول  رده  نيترج يرا  MCF7ي  هاسلول 

  بار  نينخست  يبرا  که  اند،شده  گزارش  جهان  در  پستان 

 استفاده  مورد  گانيشيم   سرطان  اديبن  در  ۱۹۷۳  سال  در

  منظور   به   يسلول  ةرد  ني ا  تيمحبوب  علت  .گرفت  قرار

  پستان،  سرطان  ةنيزم  در  يشگاهي آزما  عاتمطال

اثر  آن  ديشد  يهورمون  تيحساس   يهارندهيگ  نايب  در 

 ي برا  آل دهيا   مدل  کي  شده  ثباع  که  است،  ياستروژن

 بر   فمختل   مطالعات  .( ۱)  باشد  يهورمون  پاسخ  ةمطالع

  در ي  اد يبني  هاسلول   از  شده   ترشح ي  فاکتورهاي  رو

 . است  گرفته  صورتي  شگاهيآزما  کشت   طيشرا

 کول،يکرووزيم  عنوان  تحت  هشد  ترشحي  فاکتورها

  کشت   طيمح  در  که  باشند،يم  اگزوزوم  اي    سکروتوم

-  طيمح   ،  آن  به  که  اندشدهيي  شناساي  اديبني  هاسلول

   .(2)نديگويم (CM) لشنايکاند

  وقوع  از  است،  سلول  فاقد  شناليکاند  طيمح  که  آنجا  از

 ونديپ  رد  مشکل  و  ندکي مي  ريجلوگي  من ياي  هاواکنش

 شرايط   سلول،  نوع  سلول،  تعداد  ندارد.  وجود  زين

  يت کيف  بر  پاساژها  تعداد  و  کشت  محيط  نوع  کشت،

 کانديشنال   محيط  گذارند.مي  تأثير  شناليکاند  طيمح

 د،يتول  راحتي  به  اينکه  جمله   از  دارد  زيادي  هايمزيت

  خاطربه   که   است  انتقال  قابل  و  شدهي  بندبسته   ز،يفر

 زين  دارو  ديتولي  برا  شناليکاند  طيمح  از   ها،يژگيو  نيا

 مثل  ژه يو  حفاظت  به  ازين  نيهمچن  و  شوديم  استفاده

 را  کرد  تيرعا  ديباي  اديبني  هاسلول  مورد  در  که  هآنچ

 طيمح  که  است  داده  نشان  قاتيتحق   .(۳)  ندارد

 داشتن  ل يدل  به  يچرب  ياديبن  يهاسلول  شناليکاند

  ها،نيتوک يس  از  ياديز  دارقم  و  نيپاراکرا  عوامل

 اثرات  ي دارا  رشد  يهافاکتور  و  هانيکموک

  و  ياب ضدالته  وژنز،ي آنژ  ةبرندشيپ  ،يضدآپوپتوز

  است  ي اسکار  ضد  و   يمنيا  ستمي س  ةکنندمتعادل

 شنالي کاند  طيمح  کيآپوپتوت  اثر  با  رابطه  در  (.5و    4)

  در ي  سرطان ي  هاسلول  بري  ميمزانشي  اد يبني  هاسلول 

 گرفته   صورتي  اگسترده  مطالعات  in vitro  طيشرا

 طيمح  دادند،  گزارش  ،همکاران  وي  باقر   خانم  است.

  و   استخوان  مغزي  ميمزانش  يدايبني  هاسلول   شناليکاند

  ر يتکث  و   بقاء  کاهش  به   منجر  انسان  کيوتيآمن  غشاء

   SCCي  سرطاني  هاسلول

(Squamous Cell Carcinoma)  به   گردد.يم 

ي هاسلول  داد،  نشان  ز يني  متروتيفلوسا  جينتا  کهيطور

Ki67  يافته  مثبت  (يسلول  ريتکث  )مارکر  . اندکاهش 

 ک( يآپوپتوتيآنت  نيئوت)پر   Bcl-2  نيپروتئ  انيب  نيهمچن

ي  سرطان  ضد  شنق  .(6)  دهديم  کاهش  هاآن  در  را

  بندنافي  ميمزانشي  اد يبني  هاسلول  شنال يکاند  طيمح

 مثانه  ،استخوان  نه،يس  تخمدان،ي  سرطاني  هاسلول   در

 گزارش   زين  in vivo  و  in vitro  طيشرا  در  لنف  و

 ويي  پاشا  خانم  ،يگريد  قيتحق  در  .(۷)  است  شده

ي  هاسلول  شناليکاند  طيمح  دادند،  ارشگز،  همکاران

 آپوپتوز   القاء   با  انسان،  کيوتيآمن  عيماي  ميمزانشي  اديبن

 نيا  بقاء  کاهش  باعث  نهيسي  سرطاني  هاسلول  در

ي هاسلول  که   است  شده  گزارش  (.6)  گردد يم  ها سلول

  ،يشگاهيآزما  کشت  طيشرا  در  انسان  ک ي وتيآمني  اديبن

 و  TNF-α  و  IFN-Ƴ،  TGF-ß  مثليي  هانيتوکيس

TNF-ß  کننده   القاءي  فاکتورها  که  کننديم  انيب  را  

 ها نينترلوکيا  ازي  اريبس  نيهمچن  .(۷)  باشند يم  آپوپتوز

  در ي  تيسيتوتوکسيس  که  IL-2  و   IL-3،  IL-4  جمله  از

NK-cells  شناليکاند  طيمح  در  کنند،يم  کيتحر  را 

ي هاسلول  هدف  ،NKي  هاسلول  شوند. يم  افتي

 تومور   ها،سلول  نيا  رفتن   نيب  از  اب  و   بوده ي  سرطان

 بهي  اگسترده  قاتيتحق  .(8)  رديگيم  شکلي  سرطان

ي هاسلول  شناليکاند  ط يمحي  ضدسرطان  اثر ي  بررس

ي  اد يبني  هاسلول   .(۹)   اندپرداختهي  ميمزانشي  اديبن
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  و  IFN-Ƴ  قادرند  نيهمچني  انسان ي  ميمزانش

CXCl10  د،باشنيم  وژنزيآنژي  ها مهارکننده  از  که   را 

 در  را   آپوپتوز  شنال،يکاند  طيمح  .( ۱0)  کنند  انيب

 القاء   G2/M  و  G1  مراحل  دري  سرطاني  هاسلول

  نقش   ة نيزم  دري  اديز  قاتيتحق  . (۱۱)  کنديم

  بر ي  همگ   و   گرفته  صورتي  رزمار  عصارهي  ضدسرطان

 بهي  رزمار   ةعصاري  ضدسرطان   تيفعال  که  باورند  نيا

ي  من يا  پاسخ  ميتنظ  ک،يژنتي  اپ  ک،يوژنيآنژي  آنت  اثرات

  ر يي تغ  با  ماده  نيا  نيهمچن  شود.يم  مربوطي  ضدالتهاب  و

ي هات يفعال  م يتنظ  ،يهورمون  نگيگناليسي  رهايمس

  ة ند کن  سرکوبي  هاژن  انيب  شيافزا  و  ژهيوي  کيمتابول

 .(۱2)  باشد  داشتهي  ضدسرطان   نقش  توانديم  سرطان

ي  فاکتورها  کردن  فعال  قيطر  ازي  رزمار  عصاره

 nuclear transcription (Nrf2)  يها ژني  سيرونو

factor،  را   سلول  داخل  ويداتي اکسي  آنتي  هاستم يس  

  ،همکاران  و  (haheri)  هاهری  (.۱۳)   کنديم  کنترل

ي اصل  باتيترک  از  که  ديسا  کيکارنوس  دادند  گزارش

  سرطاني  هاسلول   ورود  از  مانع  است،ي  رزمار  عصاره

  اب  زين   و  گردد،يمي  سلول   کليس  G2  مرحله   به  نهيس

 و   شدهي  زيربرنامه   مرگ  و،يداتياکس  استرس  جاديا

 در  .(۱4)  کنديم  کيتحر  را  هاسلول  نيا  دري  اتوفاژ

 با   دياس  کيکارنوس  شده  گزارش   زيني  گريد  قيتحق

 از  مانع  ،يسرطاني  هاسلول  در  ويداتيساک  استرس  جاديا

  شده  گزارش(.  ۱5)  گردديم  تومور  عيسر  رشد

ي  رسپتورها  تسيآنتاگون  صورت  به  دياس  کيکارنوس

 قرار  نهيس  سرطاني  هاسلول ي  رو  بر   کهي  استروژن

 (.۱۷و  ۱6) کندي م عمل دارند

  د ي اس  کيکارنوس  که  دهنديم  نشان   شواهد

(C20H28O4 )  عصاره ي  دانتياکسيآنت  جزء  کي  که  

  کاهش  راي  سرطاني  هاسلول ي  بقا  است،ي  رزمار

  و   P53ي  هاژن   انيب  ک يتحر  با   را  آپوپتوز  و  دهديم

Bax  توکروميس  شدن  آزاد   و  C  کردن   فعال  و 

 Bcl-xL  و  Bcl-2  انيب  مهار  و  ۳  و  ۷  ،۹ي  کاسپازها

ي آپوپتوز  سميمکان  نوع  نيچند  .(۱8)  دهديم  شيافزا

  Fas  مرگ  ةرنديگ  ريمس   اهآن   ازي  کي  که   دارد،  وجود

  ۱0  و  8ي  کاسپازها  شدن   فعال  باعث  که  است،

  مهم ي  هاسميمکان  از  گر يدي  کي  نيهمچن  شود.يم

 قيطر  از   که  است،يي  ايتوکندر يم  ريمس  وپتوز،آپ

  کاسپاز   به  روابستهيغ  و   کاسپاز   به  وابستهي  رهايمس

 (AIF)  آپوپتوز  کننده  القاء  فاکتور  به  وابسته

(Apoptosis-inducing factor)  در  رد.يگيم  صورت  

 ش يافزا  با  ،C  توکروميس  و  AIF  فاکتور  رهايمس  نيا

  درون   هبي  توکندريمي  خارج  غشاءي  رينفوذپذ

  با  AIF  فاکتور  .(20و    ۱۹)  شونديم  آزاد  توپلاسميس

 را   آپوپتوز  ،DNA  کردن  قطعه  قطعه  و  هسته  به  انتقال

  کند يم  کيتحر  کاسپاز  به  روابستهيغ  ريمس  قيطر  از

  با  (P53)  تومور  گرسرکوب  ژن  نيهمچن  .(2۱-28)

 و ي  سلول  چرخه  توقف  ،يژنومي  داريپا  کيتحر

 دارد.يي  ومورزات  سرکوب  دري  مهم  نقش  آپوپتوز

 در   کهيي  هاژن  ازي  اديز  تعدادي  سيرونو  P53  نيپروتئ

 ،يسلول  چرخه  کنترل  شامل  مختلفي  ندهايفرآ

  دارند،  نقش  DNA  ميترم  و  زيتما  ،يريپ  آپوپتوز،

ي هاژن ي  سيرونو  کي تحر  با  و  نموده  ادلمتع

  ،PUMA،  NOXA  شامل  مختلفي  آپوپتوزشيپ

Bax،  نيپروتئ  (.2۹  و  2۱)  دينمايم  کيتحر  را  آپوپتوز  

P53  فاکتور  ديتول  AIF   در   و  داده  شيافزا  را  فعال  

 آزاد  با   (.۳۱و    ۳0،  25)  دارد  نقش  هسته  به   آن  انتقال

  زتئا پرو  ةکنندفعال   فاکتور   ،C  توکروميس  شدن

  فعال  ۹  پروکاسپاز  سپس  و   (Apaf-1)  ۱-يآپوپتوز

 را   آپوپتوزوم  عنوان  تحتي  نيپروتئ  کمپلکس  و  شده

 فعال   ۹  و  8ي  کاسپازها  بيترت  نيبد  د.يانميم  جاديا

 ۳  کاسپاز  تاًينها  و  نموده  فعال  را  ۳  کاسپاز  سپس  و  شده
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 ن يا  از ي  حاک  گزارشات  د.ينمايم  کي تحر  را  آپوپتوز

 ريمس  مهم   ةکنند  ميتنظ  ژن  دو  Bcl-2  و  Bax  که  است

 گزارش   نيهمچن  .(۱۹)   هستنديي  ايتوکندريمي  آپوپتوز

  بهي  توکندر يم  يخارجي  غشاي  رينفوذپذ   که  شده

  نيپروتئ  .(2۱و    20)  شوديم  ميتنظ  ژن  دو  نيا  ةليوس

Bax  دهد يم  شيافزا  راي  توکندريمي  غشاي  رينفوذپذ 

ي زپتوآپو  اميپ  با  که  استي  آپوپتوزشيپ  نيپروتئ  کي  و

  خانوادهي  آپوپتوز  ضدي  هانيپروتئ  شود.يم  فعال

Bcl-2  عنوانبه  ۱۹84  سال  در   بار   نينخستي  برا 

 ،(2۳و    22)  شدند  شناخته  زاسرطان   ژن  اي  انکوژن

ي  ر ينفوذپذ  و  نموده  متوقف  را  Bax  نيپروتئ  تيفعال

  شدن  آزاد  از  و  داده  کاهش  راي  توکندريمي  غشا

 ن يبنابرا  .(24-26)  دينمايمي  ريجلوگ  C  توکروميس

 آپوپتوز  روند  در  عيتسر  باعث  Bax  حد   از  شيب  انيب

-Bcl  دح  از  شيب  انيب  کهيحال  در  ،(28و    2۷)  شوديم

  مهار   باعث  ،Bax  نيپروتئ  تيفعال  توقف  ق يطر  از  2

و    2۹)   گردديم  سرطان   شرفتي پ  آن  دنبال  به   و   آپوپتوز

 سالم   نسخه  MCF7ي  هاسلول  کهيي  آنجا  از  .(۳0

 آپوپتوز  ةکنندکيتحر  فاکتور  کنند،ينم  انيب  را  ۳  کاسپاز

(AIF)  فاکتور  نياي  آپوپتوزشيپ  راتيتأث  شود.يم  آزاد 

  شود ينم   مهاري  کيفارماکولوژ  کاسپازي  هانده کنمهار  با

 روش  با  را  آپوپتوز  AIF  که  دهديم   نشان  نيا  و

مطالعه   .(20)  اندازدي م  راه  به  کاسپاز  به  روابستهيغ در 

  و   Bax،  Bcl-2،  P53ي  هاژن   انيبي  بررس  با  حاضر

AIF،  ي هاسلول  در  آپوپتوزي  مولکول  سم يمکان

MCF7  ي هالولس  شناليکاند  طيمح  با  مارشدهيت

 ق يطر  ازي  رزمار  عصاره  وي  انساني  چرب   بافت ي  اديبن

مورد   AIF  به   وابسته  کاسپاز  به  وابسته  ريغ  ريمس

 .ارزيابي قرار گرفت

 

 

 ها روش و  مواد
ت  روش  به  و   –جربي  مطالعه    اخذ   از   پس   آزمايشگاهي 

.  00۱  اخلاق:   کد   با   دانشگاه   اخلاق   ته ي کم   از ي  کتب   مجوز 

۱40۱  .IR.DU.REC   در    پژوهش   ن ي ا   مراحل   . د ش   انجام  

 گرفت:   صورت   ر ي ز   شرح   با   مرحله   پنج 
 

ی هاسلول  شناليکاند  طيمحی  آورجمع   و   هيته

 ي انساني چرب  بافتی اديبن

  پاساژ   به ي  انساني  چربي  اديبني  هاسلول  آنکه  از   پس

 ک ي   داخل   به  سلول  5×5۱0  تعداد  دند،يرس  چهارم

  تا  5/۱  کردن  اضافه  از  پس  و  شد  منتقل  کشت  فلاسک

،   DMEM  (Invitrogen  کشت   طي مح  تريليليم  2

 ۹5  رطوبت  گراد،يسانت  درجه  ۳۷ي  دما  در(  آمريکا

 گذشت  از   پس  شدند.  انکوبه  درصد  CO2  5  و  درصد

 5  مدت  به  و  شدهي  رآوجمعيي  رو  طيمح  ،ساعت  ۷2

،  Eppendorf)  وژيفيسانتر  rpm  2000  دور  با  قهيدق

  لتر يف  ترکروم يم  22/0ي  سرنگ   لتريف  با  سپس  شد،  (آلمان

 قطعات  و ي  کروبيمي  آلودگ  گونه   هر  از ي  عار  تا  شده،

 کوت يال  آمده،  دست  به   شناليکاند  طيمح   شود.   يسلول

 (. ۳۱و  6) شدي نگهدار  -۷0 زريفر در و

 

 یرزمار عصاره ةيته

درصد   40ي  حاوي  رزمار   هعصار  از  قيتحق  نيا  در

  Hunan Geneham Biomedicalدياس  کيکارنوس

(Technology  -  چي)۱00  و  50ي  هاغلظت  با  و  ن 

 .(۳۳و  ۳2) شد استفاده  تريليليم در کروگرميم

 

 ( MCF-7) رده    سينه انساني   سرطان   رده سلول   کشت 

ي سلول  بانک  از  MCF-7  هردي  سرطاني  هاسلول 

  انکوباتور   در  و  شد  هيته  ران(يا  )تهران،  پاستور  تويانست

 درصد،  ۹5  رطوبت   ،گراديسانت  درجه  ۳۷ي  دما  با

CO2  5  کشت  طيمح  با  و  صد در  DMEM  ۱0ي  حاو 
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  کشت  (انگلستان ،  Gibco)  يگاو  ني جن  سرم  درصد

 شدند.  داده

 شامل: پژوهش نيا در مطالعه موردي هاگروه

 ط يمح  در  که  ييهاولسل  کنترل(  )گروهمديوم + سرم:  

 .شدند داده کشت درصد ۱0سرم يحاو کشت

سرم:    + کانديشنال    در   که   MCF-7ي  ها سلول محيط 

 شدند.   داده   کشت   درصد   ۱0سرم   ي حاو   شنال ي ند کا   ط ي مح 

سرم:    50رزماري     در   که   در   که   MCF-7ي  ها سلول + 

  50  غلظت   با   ي رزمار   عصاره   ي حاو   کشت   ط ي مح 

 .شدند   داده   کشت   درصد   ۱0  سرم   و   تر ي ل ي ل ي م   در   کروگرم ي م 

سرم:    ۱00رزماري   در   MCF-7ي  ها سلول+   که 

 ۱00  غلظت   با  يرزمار  عصاره  يحاو  کشت  طيمح

  داده   کشت  درصد  ۱0  سرم  و  تريليليم  در  رمکروگيم

 زان يم   ساعت،  48  و  24  مدت  به   ماريت  از  پس  .شدند

ي  هاژن  انيب  نيهمچن  و  MTT  روش  با  هاسلول  بقاء

 شد.ي رسبر PCR روش با آپوپتوتيک
 

 MTT روش با هاسلول بقاء زانيمي ابيارز

 چاهک   هر  در  سلول  ۱04  تراکم  با  MCF7ي  هاسلول

 سرم   و  DMEM  کشت  طيمحي  حاو  ه خان  ۹6  تيپل  از

  و   ساعت  24  از  پس  شدند.   داده  کشت  درصد  ۱0

 در   ها سلول   ها،چاهک  کف  به  هاسلول   دنيچسب

  از ي  مختلفي  هاغلظت  و  شناليکاند  طيمح  معرض

 قرار   تري ليليم  بر  کروگرميم   ۱00  و  50ي  رزمار  هعصار

  در  هاتيپل  مار،يت  ساعت  48  و  24  از  پس  شدند.  داده

متيل    سپس   و   (آلمان  -Sigma)  MTT  معرض دي 

  در   و  شدند   داده   قرار  (آلمان  -Sigma)  سولفوکسايد

 دستگاه  با  nm540  موج  طول  در  جذب،  زانيم  تينها

 شد.ي ريگ اندازه (آمريکا -BioTek)الايزا ريدر 

  به  مربوطي  هاميآنز  تيفعال  ريتأث  تحت  روش،  نيا  در

  (،ردوکتازها  و  دروژنازهاي)دهي  توکندريمي  سلول  تنفس

  فورمازان  به   MTT  نشانگر   در  موجود  وميتترازول

(Formazan)  انينما  بنفش  رنگ  و   شده  ليتبد  

 د يتول  رنگ   سلول،  تيفعال   شيافزا  موازات  به و  شوديم

 .(۳4-۳6) شد خواهد شتريب فورمازان توسط شده
 

 RT-PCR روش با هاژن انيبي بررس

 RNX-PLUS  محلول  و  شده  نهيپسيتر  هاسلول

 استخراج  سپس  د،يگرد  اضافه  هاآن  به  (انلمآ  -ناژني)س

RNA  ت يفيک  شد.  انجام  ناژنيس  شرکت  پروتکل  طبق  

  و  آگارز  ژل  الکتروفورز  از  استفاده  با  RNA  تيکم  و

ي بررس  (آلمان  -Ependorf)  اسپکتروفتومتر  دستگاه

 ت يک  پروتکل  با  مطابق  cDNA  سنتز  نيهمچن  شد.
 نيا  به  د.يگرد  انجام  (آلمان  -Fermentas)فرمنتاز  

  به  تر(ي کروليم  ۱0  )معادل  RNA  کروگرميم  ک ي  ورمنظ

 خته ير   وبيکروتيم  در  مري گوپرايال  تريکروليم  کي  همراه

  گراد يسانت  درجه  ۷0ي  دما   در  قهيدق  5  مدت  به  و  شد

 dNTP  ،5×  واکنش  بافر  افزودن  از  پس  شد.  داده  ارقر
 5  مدت  به  فوق  محلول  به  بونوکلئازير  مهارکننده  و

  با  گرفت.  قرار  گرادي سانت  درجه  ۳۷  يدما  در  قهيدق
معکوس    مي نزآ  کردن  اضافه بردار  به    ،(RT)رونوشت 

  انکوبه  گرادي سانت  درجه  42ي  دما  در  ،قهيدق  60مدت  

  درجه  ۷0ي  دما  در  قهيدق  ۱0  تينها  در  و  شد

پليمراززنجيره   واکنش  گرفت.  قرار   گرادي سانت  اي 
(PCR  )ي  برا  شد.  انجام  تريکرول يم  25  حجم  در

 آماده   مستر  مخلوط  ابتدا  مواد،  کساني  ع يتوز  از  اننياطم

 به   cDNA  و  مريگوپرايال  با  همراه  سپس   و  شد

 کلر يسا   ترمال  دستگاه  برنامه  شد.  منتقل  وبيکروتيم

(Eppendorf-  نآلما)  قه يدق  2  شد:  ميتنظ  بدين شرح 

 ۷2  و  5۷-58  و  ۹4ي  دماها  گراد،يسانت  درجه  ۹4  در

 ۱0  کل،يس  ۳0  تماما  از   پس  ه.يثان  ۳0  کدام  هر  درجه

 نيا  در  گرفت.  قرار  گراديسانت  درجه  ۷2  در  قهيدق

ي  داخل  کنترل  ژن  عنوانبه  GAPDH  ژن  از  پژوهش
 (۱)  جدول  در  مرهاي پراي  توال(.  ۳۷-40)  شد  استفاده

 استفاده ي  مرهايپرا  بودني  اختصاص  است.  شده  آورده
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  با  اند،شده   مشخص  جدول  در  که  قيتحق  نيا  در  هشد

 صورت   به  مرهايپرا  شد.  دييتأ  تس ل ب  دينوکلئوت

 .شدي داريخر  ناکلونيس شرکت از زهيليوفيل

 
های مورداستفاده جهت انجام واکنش  ( مشخصات پرايمر 1جدول 

RT-PCR 

طول  
 محصول 

PCR 

 نام پرايمر  مر پراي  توالي

108bp GGTTGTCGCCCTTTTCTA(38) Bax-f 
CGGAGGAAGTCCAATGTC (38) Bax-r 

113bp 

TTGTGGCCTTCTTTGAG-
TTCGGTG (39) Bcl-2-f 

GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA 
(39) Bcl-2-r 

90bp 
CCCAAGCAATGGATGATTTGA (40) P53-f 
GGCATTCTGGGAGCTCATCT (40) P53-r 

134bp 
GATTGCAACAG-
GAGGTACTCCAAGA (40) AIF-f 

GATTT-
GACTTCCCGTGAAATCTTCTC (40) AIF-r 

258bp 
GCTGGGGCTCATTTGCAGG GAPDH-f 
CGGAGGGGCCATCCACAGT GAPDH-r 

 

 الكتروفورز 

  بافر   تر ي کرول ي م   2  با   PCR  محصول   از   تر ي کرول ي م   ۱0  مخلوط 

  شد   الکتروفورز   صد   در   ۱/ 5  آگارز   ژل ي  رو   بر   نگ ي لود 

  ۳0  زمان   ،V۱00  ولتاژ   ،X5 /0يي  نها   غلظت   TBE  )بافر 

  ( آلمان ،  Uvitech)   ژل   شگر ي نما   دستگاه   با   ژل   قه(. ي دق 

  ژن   نوان ع به   GAPDH  از   ق ي تحق   ن ي ا   در   شد.   مشاهده 

  با   ها ژن   از   ک ي   هر   ر ي تکث ي  نسب   زان ي م   شد.   استفاده   کنترل 

ي  نسب  زان ي م  ن يي تع ي برا  شد. ي ر ي گ اندازه  Image J افزار نرم 

  شدت   به   نسبت   ها ژن   از   ک ي   هر   باند   شدت   ،ها ژن   ر ي تکث 

 شد.   ده ي سنج   GAPDH  ژن   باند 

 

 ی آمار تجزيه و تحليل  

  انجام   ۱6  ويرايش   SPSS  افزار نرم   از   ه اد استف   با ي  آمار   ز ي آنال 

  از   ها گروه   ن ي ب ي  دار ي معن   اختلاف ي  بررس   منظور   به   شد. 

ي  ل ي تکم   آزمون   آن   دنبال   به   و   طرفه ک ي   انس ي وار   آزمون 

Tukey   و  LSD   دار ي معن   اختلاف   ن ي همچن   شد.   اده تف اس  

 Independent sample  از   استفاده   با   مار ي ت ي  ها گروه   ن ي ب 

T -Test   0/ 05  شد.   انجام >P   در ي  دار ي معن   سطح   عنوان به  

 . د ي گرد   م ي ترس   Excel  با   نمودارها   تاًي نها   . شد   گرفته   نظر 

 

 ها يافته 
 

  با   مار ي ت   از   پس   MCF7ی  ها سلول   ر ي تكث   سرعت ي  بررس 

 ی رزمار   ة عصار   مختلف ی  ها غلظت   و   شنال ي کاند   ط ي مح 

  آزمون   از   استفاده   با   ( ۱  )نمودار ي  سلول   بقاء   و   ات ي ح ي  بررس 

MTT   در ي  سلول   بقاء   زان ي م   ساعت   24  از   پس   ه ک   داد   نشان  

سرم   گروه  کانديشنال+    کاهش   ( 0/ 08± 0/ 008)   محيط 

سرم   گروه   به   نسبت   را ي  دار ي معن    مديوم+ 

  ها داده   ز ي آنال   ن ي همچن   . P< 0/ 05  داد   نشان   ( 0/ 0±۱44/ 00۷) 

رزماري  ي  ها گروه   ساعت   24  از   پس   که   است   ن ي ا   از ي  حاک 

سرم  50 سرم  ۱00رزماري    و   ( 0/ ±0۷ 0/ 0۱) +   +

سرم   گروه   به   نسبت   ( 0±0.08/ 00۱)    کاهش   مديوم+ 

ي  دار ي معن   اختلاف   که ي حال   در   دادند.   نشان   را ي  دار ي معن 

رزماري  گروه   ن ي ب  سرم 50هاي  سرم ۱00رزماري    و   +   +  

رزماري  گروه   ن ي همچن   . <0P/ 05  نشد   مشاهده  +  50هاي 

رزماري   و  سرم    ۱00سرم  محيط    گروه   به   نسبت + 

سرم    ندادند   نشان   را   ي ر دا ي معن   تفاوت   کانديشنال+ 

05 /0P> .   گروه   در ي  سلول   بقاء   زان ي م   ساعت   48  از   پس  

سرم  کانديشنال+    گروه   به   نسبت   ( 0/ 2۱2± 0/ 0۱)   محيط 

  نشان   ا ر ي  دار ي معن   کاهش   ( 0/ ۳۷5± 0/ 0۳2) مديوم+ سرم  

  48  از   پس   که   داد   نشان   ج ي نتا ي  اب ي ارز   ن ي همچن   . P< 0/ 05  داد 

سرم  +  50رزماري  ي  ها گروه   در ي  سلول   بقاء   زان ي م   ساعت 

سرم ۱00رزماري    و   ( 0/ 0±۳4/ 00۹)   +   (0۳ /0 ±۳4 /0 )  

سرم   گروه   به   نسبت    نشان   را ي  دار ي معن   تفاوت   مديوم+ 

  محيط کانديشنال+ سرم   به   نسبت   که ي حال   در   . <0P/ 05  نداد 

  . P< 0/ 05  دادند   نشان   را   مشاهده ي  دار ي معن   ش ي افزا 

  + سرم ۱00رزماري    گروه   در ي  سلول   بقاء   زان ي م   ن ي همچن 

سرم  50اري  م ز ر   گروه   به   نسبت    را ي  دار ي معن   تفاوت + 

 . <0P/ 05  نداد   نشان 
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در مقابل   ( ˂05/0p)  * .ساعت 48و   24به مدت با محيط کانديشنال و عصاره رزماري  شده  تيمار  MCF-7ي هارزيابي ميزان بقاء سلولي در سلولا(  1نمودار  
   محيط کانديشنال + سرم  گروهدر مقابل  ( p<0/ 05) #  و مديوم + سرم گروه 

 

Fig 1) Evaluation of the cell survival rate in MCF-7 cells treated by conditioned medium and rosemary extract for 24 

and 48 hours. *(p˂0.05) vs. the medium + serum group and #(p˂0.05) vs. the conditioned medium + serum group 

 
  از   پس  MCF-7ی  هاسلول   در  Bax  ژن  ان يبي  بررس

 مدت   به ی  رزمار  ةعصار  و   شناليکاند  ط يمح  با  ماريت

 ساعت  48 و  24

 ژن  PCR  محصول  اندازه   ساعت  48  و  24  از  پس

Bax، bp۱08 .ب(.  و )الف ۱ شکل است 

 

 

                                      
 

 ساعت 48بر روي ژل آگارز پس از   Baxد ژن  انب: ب ( ۱شکل   ساعت 24بر روي ژل آگارز پس از   Baxالف: باند ژن   ( ۱شکل
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  موردی  هاگروه  در  Bax  ژن  انيب  شدت  سهيمقا

 ساعت  48 و  24 مدت به ماريت  از  پس شيآزما

 24  از   پس   شود،يم  مشاهده   2  نمودار  در   که  همانطور 

کانديشنال+    گروه  در  مذکور  ژن   انيب  ساعت محيط 

  با  هسيمقا  در  راي  داريمعن  شيافزا  (26/۱±۱6/0)سرم  

سرم    گروه  . P<0/ 05  داد  نشان  (52/0±۱۳/0)مديوم+ 

 24  از  پس  که  است  ني ا  ازي  حاک  هاداده  زيآنال  نيهمچن

 (6۷/0±0۷/0)  + سرم50رزماري  ي  هاگروه   نيب  ساعت

سرم۱00ري  رزما  و  گروه  به   نسبت  (08/0±80/0)  + 

سرم  نداشت   وجودي  داريمعن  اختلاف  مديوم+ 

05/0P>.  به  نسبت+ سرم  50  رزماري  گروه  کهيحال   در 

سرم  گروه کانديشنال+   در ي  داريمعن  کاهش  محيط 

 ن يهمچن  .P<05/0  داد  نشان  Bax  ژن  انيب  زانيم

سرم۱00رزماري    گروه  نيبي  دار يمعن  اختلاف  و  + 

 از   پس  .<05/0P  نشد  مشاهده  شنال+ سرمکانديمحيط  

محيط   گروه  در  Bax  ژن  انيب  زانيم  ساعت  48

سرم     گروه  به  سبتن  (28/2±۱2/0)کانديشنال+ 

  نشان   راي  داريمعن  شيافزا  (6۱/0±06/0)مديوم+ سرم  

رزماري ي  هاگروه   در  ژن  نيا  انيب  زانيم   .P<05/0  داد

سرم50 سرم ۱00رزماري    و  (۱2/0±26/۱)  +   + 

سرم    گروه  به  نسبت  (2۳/0±0۱/2)  ش يافزامديوم+ 

  انيب  زانيم  نيهمچن  . P<05/0  داد  نشان  راي  داريمعن

سرم  50اري  مزر  گروه  در  ژن  نيا   گروه  به  نسبت+ 

  داد   نشان  راي  داريمعن  کاهشمحيط کانديشنال+ سرم  

05/0>P.  گروه  در  ژن  نيا  انيب  زانيم  کهيحال  در 

ديشنال+ کان  محيط  گروه  به   نسبت+ سرم  ۱00رزماري  

 . <05/0P نداد  نشان راي داريمعن  تفاوت سرم

 

 
 

 .ساعت 48و   24تيمارشده با محيط کانديشنال و عصاره رزماري به مدت  MCF-7هاي در سلول Bax( مقايسه ميزان بيان ژن 2نمودار 
*(05/0p˂ در مقابل ) و   گروه مديوم + سرم#(05/0>p در مقابل گروه محيط کانديشنال + سرم )   

 

Fig 2) Comparison of Bax gene expression in MCF-7 cells treated by conditioned medium and rosemary extract for 24 

and 48 hours. *(p˂0.05) vs. the medium + serum group and #(p˂0.05) vs. the conditioned medium + serum group. 
 

 پس  MCF-7  یهاسلول  در  Bcl-2  ژن  انيب  يبررس

  به  یرزمار   عصاره  و   شناليکاند  طي مح  با  ماريت  از

 ساعت  24 مدت

 نژ  PCR  محصول  اندازه   ساعت  48  و  24  از  پس

Bcl-2، bp۱۱۳ .ب(.  و )الف 2 شکل است 
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 ساعت  48س از ل آگارز پبر روي ژ Bcl-2ب: باند ژن   ( 2شکل  ساعت 24بر روي ژل آگارز پس از   Bcl-2الف: باند ژن  ( 2 شکل

 

  مورد  یهاگروه  در   Bcl-2  ژن   انيب   شدت  سهيمقا

 ساعت  48 و  24  از  پس شيآزما

 24  از  پس  شود،يم  مشاهده  ۳  نمودار  رد  که  طورهمان 

  در   Bcl-2  ژن  انيب  زانيم  دري  داريمعن  کاهش  ساعت

سرم    گروه کانديشنال+   نسبت   (4۳/0±006/0) محيط 

سرم    گروه  به  شد  مشاهده  (۹5/0±0۱/0)مديوم+ 

05/0>P.  نيا  انيب  زانيم  دري  داريمعن  کاهش  ني همچن 

سرم  50رزماري  ي  هاگروه   در  ژن   و   (0۱/0±۳۷/0)+ 

سرم۱00زماري  ر   گروه  به  نسبت  (0۳/0±4۳/0)  + 

  تفاوت  همچنين  .P< 05/0  شد  مشاهده   کنترل

رزماري   و+ سرم  50رزماري  ي  هاگروه   نيبي  داريمعن

محيط کانديشنال+ سرم   هگرو  با  سهيمقا  در+ سرم  ۱00

 .<0P/ 05 نشد  مشاهده

محيط   گروه  دري  داريمعن  کاهش  ساعت  48  از   پس

سرم   گروه  به  نسبت  (۳0/0±02/0)  کانديشنال+ 

 در  .P< 05/0  شد  مشاهده  (46/0±005/0)مديوم+ سرم  

+ سرم 50رزماري    گروه  نيبي  داريمعن  تفاوت  کهيحال

سرم  گروه  به  نسبت  (0۳/0±4۳/0)   ه مشاهد  مديوم+ 

  گروه  در   ژن  نيا  انيب  زانيم  نيهمچن  .<05/0P  نشد

سرم  ۱00رزماري     گروه  به  نسبت  (02/0±24/0)+ 

 . P<0/ 05  داد  نشان  راي  دارينعم  کاهش  مديوم+ سرم

 نسبت + سرم  50رزماري    گروه  در  ژن  نيا  انيب  زانيم

کانديشنال+ سرم    گروه  به   را ي  دار يمعن  تفاوتمحيط 

 گروه  در  ژن  نيا  انيب  زانيم  .<05/0P  نداد  نشان

محيط کانديشنال+   گروه  به   نسبت+ سرم  ۱00رزماري  

 .P<05/0 داد  نشان را يداريمعن کاهشسرم 
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در   ( ˂05/0p)*.ساعت  48و   24تيمارشده با محيط کانديشنال و عصاره رزماري به مدت  MCF-7هاي در سلول Bcl-2( مقايسه ميزان بيان ژن ۳ دارومن
   در مقابل گروه محيط کانديشنال + سرم ( p<05/0) #و  گروه مديوم + سرممقابل 

 

Fig 3) Comparison of Bcl-2 gene expression in MCF-7 cells treated by conditioned medium and rosemary extract for 
24 and 48 hours.*(p˂0.05) vs. the medium + serum group and #(p˂0.05) vs. the conditioned medium + serum group. 

 

  از  پس  MCF-7  یهاسلول   در   P53  ژن   ان يب  يبررس

 ت دم   به   یرزمار  عصاره  و   شناليکاند  ط يمح  با  ماريت

 ساعت  48 و  24

 ژن  PCR  محصول  اندازه   ساعت  48  و  24  از  پس

P53، bp۹0 ،ب(.  و )الف ۳ شکل است 

 

 

     
 

 ساعت 48بر روي ژل آگارز پس از   P53ب: باند ژن   ( ۳ شکل   ساعت 24بر روي ژل آگارز پس از   P53الف: باند ژن   ( ۳شکل

 

  مورد  یهاگروه  نيب  P53  ژن  انيب   شدت  سهيمقا

 ساعت  48 و  24  از  سپ شيآزما

 24  از  پس  شود،يم  مشاهده  4  نمودار  در  که  طورهمان 

محيط کانديشنال+    گروه  در  P53  ژن  انيب  زانيم  ساعت

سر  گروه  به   نسبت  (0۱/2±۱0/0)سرم   م مديوم+ 

 داد  نشان   راي  داريمعن  شيافزا  (0۳/0±0۱/۱)

05/0˂.P  رزماري ي  هاگروه   در  ژن  نيا  انيب  زان يم

سرم50 سرم ۱00رزماري    و  (08/0±۹6/0)  +   +
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سرم  گروه   به   نسبت  (۱6/0±26/۱)   تفاوت  مديوم+ 

  ان يب  زانيم  کهيحال در  .<05/0P  نداد   نشان  راي  داريمعن

سرم50رزماري  ي  هاگروه  در  ژن  نيا رزماري   و  + 

سرم  ۱00 سرم   گروه  به  نسبت+  کانديشنال+  محيط 

 48  از  پس.  P<05/0  داد   نشان  راي  داريمعن  کاهش

محيط کانديشنال+    گروه  در  p53  ژن  نا يب  زانيم  ساعت

سرم   گروه  به   نسبت  (25/5±۳۷/0)سرم   مديوم+ 

 داد  نشان   راي  داريمعن  شيافزا  (08/0±۳۹/۱)

05/0>P.  50ماري  زر  گروه  در  ژن  نيا  انيب  زاني م +

سرم   گروه  به   نسبت  (۷0/۱±۱4/0)سرم   مديوم+ 

 که يحال  در  .<05/0P  نداد  نشان  راي  داريمعن  تفاوت

سرم ۱00رزماري    گروه  در  ژن  ن يا  انيب  زانيم  + 

سرم    گروه  به  نسبت  (۳۳/0±6۹/2)  ش يافزامديوم+ 

  انيب  زانيم  نيهمچن  . P<05/0  داد  نشان  راي  داريمعن

سرم50رزماري  ي  هاگروه  در  ژن  نيا رزماري   و  + 

سرم۱00 سرم   گروه  به  نسبت  +  کانديشنال+  محيط 

 .P<05/0 داد  نشان راي داريمعن کاهش

 

 
 

در   ( ˂05/0p)* .ساعت 48و   24تيمارشده با محيط کانديشنال و عصاره رزماري به مدت  MCF-7هاي در سلول  P53( مقايسه ميزان بيان ژن4  نمودار
  در مقابل گروه محيط کانديشنال+ سرم ( p<50/0) #و  گروه مديوم + سرممقابل 

 

Fig 4) Comparison of P53 gene expression in MCF-7 cells treated by conditioned medium and rosemary extract for 24 

and 48 hours. *(p˂0.05) vs. the medium + serum group and #(p˂0.05) vs. the conditioned medium + serum group. 

 

  پس  MCF-7  یهاسلول  در  AIF  ژن  انيب  يبررس

  به  یرزمار   عصاره  و   شناليکاند  طي مح  با  ماريت  از

 عت سا 24 مدت

 ژن  PCR  محصول  اندازه   ساعت  48  و  24  از  پس

AIF، bp۱۳4 .ب(  و )الف 4 شکل است 
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 ساعت 48بر روي ژل آگارز پس از   AIFژن   ب: باند  ( 4 شکل  ساعت  24بر روي ژل آگارز پس از  AIFالف: باند ژن  ( 4 شکل

 

  مورد  یهاگروه  نيب  AIF  ژن  انيب   شدت  سهيمقا

 ت:ساع 48 و  24  از  پس شيآزما

 24  از  پس  شود،يم  مشاهده  5  نمودار  در  که  طورهمان 

محيط کانديشنال+   گروه  در  ژن  نيا  انيب  زانيم  ساعت

سرم   گروه  به   نسبت  (۷0/2±۳۱/0)سرم    مديوم+ 

 داد  نشان   راي  داريمعن  شيزافا  (04/0±6۹/0)

05/0>P.  ي هاگروه   در  ژن  نيا   انيب  زانيم  کهيحال  در

سرم  50رزماري   + ۱00ماري  رز  و  (۱/ 0۷/0±48)+ 

سرم مديوم  گروه  به   نسبت  (۷۷/۱±4۳/0)سرم    + 

 ن يهمچن  .<05/0P  نداد  نشان  راي  داريمعن  تفاوت

 و   + سرم50رزماري  ي  هاگروه  در  ژن  نيا  انيب  زانيم

محيط کانديشنال+   گروه  به   نسبت+ سرم  ۱00رزماري  

 .P<05/0 داد  نشان راي داريمعن کاهشسرم 

محيط   گروه   در  ژن  نيا  انيب  زانيم  ساعت  48  از  پس

مديوم+   گروه  به  نسبت  (۷۹/۳±4/0)کانديشنال+ سرم  

 داد   نشان   راي  داريمعن   شيافزا  (6۳/0±0۹/0)  سرم

05/0>P.  50  رزماريي  هاگروه   در  ژن  نيا  انيب  زانيم +

سرم   گروه  به   نسبت  (0۱/۱±۱5/0)رم  س  مديوم+ 

  انيب  زانيم  .<05/0P  نداد  نشان  راي  داريمعن  تفاوت

 (05/2±2۹/0)+ سرم  ۱00رزماري    وهگر   در  AIF  ژن

  نشان  راي  دايمعن  شيافزا  مديوم+ سرم  گروه  به  نسبت

 در  در  ژن  نيا  اني ب  زانيم  نيهمچن  .P<05/0  داد

سرم  50رزماري  ي  هاگروه  سرم۱00  اريرزم  و+   + 

سرم    گروه  به   نسبت کانديشنال+    کاهش محيط 

 .P<05/0 داد نشان راي داريمعن
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( در  ˂05/0p)* .ساعت 48و   24تيمارشده با محيط کانديشنال و عصاره رزماري به مدت  MCF-7هاي در سلول AIFن بيان ژن زا ( مقايسه مي5نمودار  
  يط کانديشنال+ سرمل گروه مح( در مقابp<05/0) #و  گروه مديوم+ سرممقابل 

 

Fig 5) Comparison of AIF gene expression in MCF-7 cells treated by conditioned medium and rosemary extract for 24 

and 48 hours. *(p˂0.05) vs. the medium + serum group and #(p˂0.05) vs. the conditioned medium + serum group. 
 

 ث بح
 در ي  اساس  نقش  ،يسلول  آپوپتوز  و  ريتکث  نيب  تعامل

 که ي  عامل  هر  دارد.  ها بافتي  کيولوژيزيف  هموستاز

  ر ي تکث  با  توانديم  گردد،  تعامل  نيا  در  للااخت  به  منجر

  به  منجر  آپوپتوز  در  نقص   ا ي  و  نشده  کنترلي  سلول

  داد،  نشان  MTT  مطالعات  گردد.  سرطان   شرفتيپ

 طيمح  با   شده  ماريت  MCF7ي  هاسلول  بقاء  زانيم

 مدت   به  ۱00  و  50ي  ها غلظت  باي  رزمار  و  شناليکاند

  اب  سهيمقا  در  راي  داريمعن  کاهش  ساعت،  24

 داد.  نشان  بودند،  نکرده  افتيدري  ماريت  کهيي  هاسلول 

 که يي  هاسلول   فقط   ماريت  از   پس  ساعت  48  کهيحال  در

  کاهش   بودند،  گرفته  قرار  شناليکاند  طي مح  معرض  در

 دادند.   نشان   کنترل  گروه  با   سهيمقا  در  راي  راديمعن

  در  ساعت  48  زمان  در   شناليکاند  طيمح  نيبنابرا

ي مؤثر  طور   به ي  رزمار  فتلمخي  دوزها  با   سهيمقا

  در  MCF7ي  هاسلول  ريتکث  سرعت  کاهش  باعث 

 طيمح  معتقدند،  محققان  بود.  شده  in vitro  طيشرا

 دهکر  سرکوب  راي  سرطاني  هاسلول  ريتکث  شنال،يکاند

 ت يحساس  باعث  Stat 3  نگيگنال يس  ريمس  مهار  با  اي  و

ي وتراپيراد  معرض  دري  سرطاني  ها سلولي  بالا

 G1 مرحله در راي سرطاني هاسلولن همچني .گردديم

 طيمح  در   نيهمچن  .(4۱)  دارديم  نگهي  سلول  کليس

 که   دارد،  وجود  هاmiRNAsي  اديز  ريمقاد  شناليکاند

ي  سرطاني  هاسلول  در  را  کيآپوپتوتي  آنتي  هاژن

  و  (Yang)  يانگ  .(4۳و    42)  دهنديم  قرار  هدف

 يهاسلول  شناليکاند  ط يمح  کردند،  ثابت ،  همکاران

  ر ي تکث  مهار  با  بندناف،  وي  انساني  چربي  ميمزانشي  دايبن

ي  انساني  ومايگلي  سرطاني  هاسلول  در  آپوپتوز  القاء  و

 .(44) گردديمي  بهبود به منجر

 ياديبن  ي هاسلول   النشي کاند  طيمح  شده،  گزارش

 مهاجرت  و  ر يتکث  کاهش   باعث  ي انساني  چرب

  و   دوز  به  وابسته  صورت  به  B16  يملانوما  يهاسلول 

ي هاسلول  مهاجرت  از  مانع  نيهمچن  . (۳۱)  شده  نامز

 گردد يم  آپوپتوز  کي تحر  و(،  T2)رده    مثانهي  سرطان

  منظور   به   پستان،  کل  برداشتن  از  پس  امروزه  .(45)

  بافت  از  ارگان ي  آناتوم  حفظ  وي  عيطب  مرف  بازگرداندن
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  شود. ي م  زده  ونديپي  جراح   محل   به  ماريب  خود ي  چرب

ي اديبني  هاسلولي  حاو   هشد   ونديپ  بافت   که  آنجا   از

 در   هاسلول  ن يا  کهي  طيزمحير  شده  مشاهده  است،

ي هاسلول   بر  تواندي م  کنند،يم  جاديا  ونديپ  محل

  ها آن  شدن   ميبدخ  از  مانع  و  گذاشته  ريتأثي  سرطان

 .(4) گردد

ي  بقا   د ي اس   ک ي کارنوس   که   دهند ي م   نشان   شواهد 

  ا ب   را   آپوپتوز   و   دهد ي م   کاهش   را ي  سرطان ي  ها سلول 

  شدن   آزاد   و   Bax  و   P53ي  ها ژن   ان ي ب   ک ي تحر 

  ان ي ب   مهار   و   ۳  و   ۷  ،۹کاسپاز   کردن   فعال   و   C  توکروم ي س 

Bcl-2   و  Bcl-xL   (. 46و    ۱8)   دهد ي م   ش ي افزا  

  ا ي لوکم ي  سرطان ي  ها سلول   ر ي تکث   د ي اس   ک ي کارنوس 

  مهار   را   U-937  و   HL-60ي  انسان   ک ي ت ي لوس ي پروم 

  Caco-2  ه رد   کلورکتال ي  سرطان ي  ها سلول   در   و   کند ي م 

  و   COX-2  ان ي ب   کاهش   با   و   کند ي م   ک ي تحر   را   آپوپتوز 

  کسي ماتر   مانند يي  پروتئازها   ت ي فعال   کاهش 

ي  سرطان ي  ها سلول   مهاجرت   از   نازها ي متالوپروتئ 

  بر   آن ي  ضدسرطان   اثر   ن ي همچن   و   د کن ي م ي  ر ي جلوگ 

  پروستات،  پانکراس،  پستان،  کولون،ي  سرطان ي  ها سلول 

  و   مغز   ،ي عصب   ستم ي س   ه،ي کل   پوست،  ه،ي ر   کبد،  تخمدان،

ي  ها سرطان   مورد   در   و ي  شگاه ي آزما   ط ي شرا   در   خون 

ي  وان ي ح ي  ها مدل   در   خون   و   کولون   پروستات،  دهان،

 . ( ۳2)   است   شده   مشخص   همستر   و   موش 

 ضد  اثراتي  بررس  از  پس   ،همکاران  و(  Yi)  يي

ي  سرطاني  هاسلولي  رو   بريي  دارو  اهان يگي  سرطان

  باي  زمارر  هک  دادند  گزارش  SW480  رده  کولون

  ساعت  48  مدت  به  تريلي ليم  بر  گرميليم  25/۳۱  غلظت

  کاهش  را  هاسلول  ريتکث  سرعتي  توجه  قابل  زانيم  به

  .(46) دهديم

 که  دادند   گزارش  ،همکاران  و(  Valdes)  والدس

  عصاره   تريليليم  بر  کروگرميم  60  تا  ۳0ي  هاغلظت

ي  سلول  ريتکث  از   ساعت  48  تا   24  مدت  به ي  رزمار

  و   نمودهي  ريجلوگ  HT-29  هرد  کولون  يهاسلول

 ،يسلول  ة چرخ  توقف  باعث ي  رزمار  ه عصار  نيهمچن

  .(4۷-4۹)  شوديم  ROS  و  کلسترول  تجمع  نکروز،

 دادند،  نشان  ،نهمکارا  و  ( Mothana)   موتانا  نيهمچن

 به   تريل ي ليم  بر  گرم  ۳/48  غلظت  باي  رزمار  عصاره

 مثانه   سرطان ي  هاسلول  ريتکث  از  ساعت  48  مدت

 .(50) دينمايمي ريلوگج

  با   که  است،ي  کيژنت  هشد  کنترل  نديفرآ  کي  آپوپتوز

  م ي تنظ  AIF  و   P53  ،Bax  ،Bcl-2  ي هاژن  انيب

 گردد،  يم  سلول  بقاء  به  منجر  Bcl-2  ن يپروتئ  گردد.يم

  سلول  بقاء  Baxو    AIF  ،P53  يهاني پروتئ  کهيحال  در

ي داري معن  شيافزا  قيتحق  نيا  در  دهند.يم  کاهش  را

  کاهش   نيهمچن  ،Bax  و  P53 AIF  يهاژن   نايب  در

  با   شده  ماريت  يهاسلول  در  Bcl-2  ژن   انيب  داريمعن

  گروه   با   سه يمقا  در  48  و   24  مدت   به  شنال يکاند  طيمح

 ن يا  ازي  حاک  هاداده  زي آنال  نيهمچن  شد.  مشاهده  کنترل

  ساعت   48  از   پس  سرمي  حاو  ۱00ي  رزمار   که  است

  و   Bax  و   P53 ،AIFيهاژن   ان يب  ش يافزا  به  منجر

ي هاسلول  ماريت  نيبنابرا  شد.  Bcl-2  ژن  انيب  کاهش

MCF7   اگر   ساعت،  24  مدت  به   ۱00  و   50ي  رزمار   با 

  بود  شده   ها سلول  بقاء  داري  معن  کاهش  به  منجر  چه

  ساعت   48  از   پسي  رزمار   ۱00  غلظت  با  ماريتي  لو

 فعال   را  AIF  به  وابسته  کيآپوپتوت  ري مس  بود  توانسته

  نيا  گردد.  باعث  راي  سرطاني  اهلسلو  مرگ  و  کند

هان  جينتاي  راستا  در  جينتا   و(  Sheehan)  شي 

  ه رود  سرطان  دادند  گزارش  هاآن  باشد،يم  همکاران

 و  است  همراه  آپوپتوز  ميتنظ  دري  اختلالات  با  بزرگ

Bcl-2  سرطان  شرفتيپ  دري  مهم  نقش  است  ممکن  

  هاوکينز   نيهمچن  .(5۱)  باشد  داشته  بزرگ  روده

(Hawkines  ) ش يافزا  که  دادند   شنهاديپ  ،همکاران  و 
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لي   .(52)  است  Bcl-2  ژن  انيب  کاهش  با  همراه  آپوپتوز

 در   را  Bcl-2  نيپروتئ  انيب  ،همکاران  و   (Leahy)  هي

 انيب  که   افتنديدر  و  کردند  يبررس  کولورکتال  نوميکارس

  است   مرتبط   توموري  بزرگ   زانيم  با   Bcl-2  نيپروتئ

  ،انهمکار  و   (Gazzaniga)  گازانيگا  نيهمچن  .(5۳)

 به   کمک  Bax  ژن  سطح  شيافزا  که  دادند  گزارش

 با   مري همودا  اي  Bcl-2  نيپروتئ  با  مريهترودا  ليتشک

 فعال   به   قادر  بيترت  نيا  به  و  کنديم  Bax  نيپروتئ

 شرفت يپ  و  ميبدخ  رشد  از  و  شده  آپوپتوز  روندي  ساز

 .(54)   دينمايمي  ري جلوگ  مثانه  سرطان  کيمتاستات

  در  Bcl-2  نييپا  سطوح  دهنده  شانن  تمطالعا  نيهمچن

  روده   ،(55)  پروستات  سرطان  جمله  از  ها سرطان  انواع

 و  ،(55)  مثانه  ،(58)  نه يس  ،(5۷)  هير  ،(56)  بزرگ

 بر ي  طرف  از  است.  ( 5۹)  نازوفارنکسي  هايميبدخ

ي هاسلول  شنال يکاند  ط يمح  گذشته،  مطالعات   اساس

ي  انسرطي  هاسلول   در  را  آپوپتوزي  انساني  چربي  اديبن

 و   A375P  و  A375SM  ردهي  انسان ي  املانوم

 دينمايم  کيتحر  T24  رده  مثانهي  سرطاني  هاسلول 

 که   است  نيا  ازي  حاک  شواهد  نيهمچن  .(60و    45)

ي  سرطاني  هاسلول   اتيح  و  ريتکثي  رزمار  ةعصار

  ۱00  تا  ۱0  نيبي  هاغلطت  در  را  پانکراس  و  پستان

  ک يتحر  را  آپوپتوز  و  مهار  تريليليم  بر  کروگرميم

ي هاسلول   بر  آني  ضدسرطان   اثر  ني همچن  و  ندکيم

 کبد،  رحم،  گردن   تخمدان،  پروستات،  کولون،ي  سرطان

 است  شده   دييتأي  شگاهيآزما  طيشرا  در  خون  و  هير

 ت ياهم  آپوپتوز  داد  نشان ي  عيوس  العات مط  .(۳2)

 دارد  آن  درمان  وي  توموري  هاسلول   حذف  دري  اژهيو

  از   نيمچنه  کند.يم  ير يجلوگ  سرطان   شرفت يپ  از  و

 را   آپوپتوز  ،يرزمار  عصاره  و  شناليکاند  طيمح  که  آنجا

  ن يا  در   لذا  کنند.يم   القاءي  سرطاني  هاسلول   در

 يهالولس  در  آپوپتوز  يمولکول  سميمکان  پژوهش،

MCF7  ي هاسلول  شناليکاند  طيمح  با  مارشدهيت 

 40  يحاو   يرزمار  عصاره  و  ي انسان  يچرب  بافت  ياديبن

 يهاژن  ان يب  قيطر  از  دياس  کينوسکاردرصد  

Bax  ،AIF،  Bcl-2،  P53  گرفت.   قراري  بررس  مورد 

 ماريت  داد،  نشان  پژوهش  نيا  در  ها ژن  انيب  زيآنال

 و   24  مدت  به  شناليکاند  طيمح  با  MCF7ي  هاسلول

 کروگرميم  ۱00  غلظت  با ي  رزمار  عصاره  و  ساعت  48

 شيافزا  به  منجر  ساعت  48  مدت  به   تري ليليم  بر

  گروه  با  سه يمقا  در  P53  و  Baxي  هاژن   انيب  ردايمعن

  به  نسبت  Bcl-2  ژن  انيب  داريمعن  کاهش   و  کنترل

  با   که  کردي  نيبش يپ  تواني م  است.  شده  کنترل  گروه

 Bcl-2  ژن  انيب  کاهش  و  Bax  ژن  انيب  شيافزا

 افته،ي  شيافزاي  توکندريمي  خارجي  غشا ي  رينفوذپذ

 شده  سموپلاتيس  درون  به  AIF  شدن  آزاد  به  منجر  که

  شدن   فعال  و  P53  ان يب  شيافزا  با  نيهمچن  .تاس

AIF،  ي  ها سلول  در  آپوپتوز  روندMCF7  شده  ماريت 

 صورت  بهي  رزمار  عصاره   و  شناليکاند  طيمح  با

 ز يآنال  نيهمچن  است.  شده   فعال  زمان   و   دوز  به  وابسته

  ريثأت  شنال يکاند  طيمح  که  است  نيا  از ي  حاک  هاداده

  عصاره  به سبتن  MCF7ي  هاولسل  آپوپتوز  بري  شتريب

، Bax  ،AIF  يهاژن   انيب  يبررس  است.  داشتهي  رزمار

Bcl-2  ،P53  در   آپوپتوز  داد،  نشان  قيتحق  نيا  در  

 روابسته يغ  ريمس  قيطر  از  مارشدهيت  MCF7  يهاسلول 

  در  که  ييآنجا  از  . است  شده   فعال  ها کاسپاز  به

  کاسپاز   ژن  در  جهش  وقوع  ليدل  به   MCF7  يهاسلول 

  و  شودي نم انيب ۳کاسپاز  ،mRNA  يسي ونور   مرغيعل  ۳

 وابسته  ريمس  قيطر  از  آپوپتوز   ندارد،  يعملکرد   نيبنابرا

 از  رده  نيا   ليدل  نيهم  به  و  شوديم  مختل   کاسپاز  به

 ن يا  در  .اندمقاوم   آپوپتوز  برابر  در  ين سرطا   يهاسلول 

 طيمح  با   القاء  از  پس   نکهيا  به  توجه   با   قيتحق

 ر يمس  ق يطر  از  پوپتوزآ   يرزمار  عصاره  و  شناليکاند
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  ،شد  فعال   يسرطاني  ها سلول   در   کاسپاز  به  وابسته  ريغ

 مکمل  عامل  کي  عنوان  به  مذکور  ماريت  روش  نيبنابرا

 .داشت خواهد کاربرد يدرمانيميش همراه به
 

 یريگجهينت

  جادياي  متعدد  عوامل  اثر   در  سرطان  که  آنجا   از

  به  دودمح  تواندينم  آن  درمان   راه  نيبنابرا  شود،يم

ي  بيترک  ستيباي م  و  باشد  درمان  روش  کي  از  هاستفاد

ي هاسلول   بر  سوء  اثر  نيکمتر  کهي  درماني  هاروش  از

 طيمح  از  استفاده  گرفت.  کار  به  را  باشد  داشته  سالم

 ي آپوپتوز  ريمس  القاء  با ي  رزمار  عصاره  و  شناليندکا

 ک ي  توانديم  MCF-7  يهاسلول  در  AIF  به  وابسته

 باشد. هادرمان گريد  کنار در رخطيب  و مناسب روش
 

 سپاس و قدرداني

  دانشگاه   و  پژوهش  ني ا   در  کنندگان  شرکت  يتمام  از

 -يسلول  )گروه  يستي ز  علوم  پژوهشکده  و  دامغان

  نه يهز  نيتأم  پاس  به  (يشناسست يز  دانشکده  ،يمولکول

 .گردديم تشکر  قيتحق نيا
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Background: The effect of conditioned medium on apoptosis and invasion of MCF-7 is still debated. 

Carnosic acid, a component of rosemary extract, is also reported to have anti-cancer property. Therefore, we 

studied the occurrence of apoptosis through AIF-dependent pathway in MCF-7 cells treated with conditioned 

medium and rosemary extract by evaluating the expression of AIF, P53, Bcl-2 and Bax genes. 

Method and Materials: In this studty, the experimental groups were: cultured MCF7 cells in medium 

containing serum (control), cultured cells in conditioned medium containing serum (CM group), cultured 

cells in medium containing different concentrations of rosemary extract (50 and 100 μg / ml) for 24 and 48 

hours (treatment groups). The cell proliferation rate was studied by MTT test. Gene expression was 

assessed by RT-PCR. 

Results: The survival rate of cells treated by conditioned medium and serum for 24 and 48 h was 

significantly decreased as compared to control. Meanwhile, there was a significant increase in the survival 

rate of MCF-7 cells cultured with rosemary 50 and 100 μg / ml containing serum for 48 h, compared to 

group treated with conditioned medium and serum. A significant increase in P53, AIF and Bax gene 

expression, and also a significant decrease in Bcl-2 gene expression were observed in cells treated with 

conditioned medium and serum for 24 and 48h, as compared to the control. Rosemary at the concentration 

of 100 µg/ml and serum for 48 h significantly decreased P53, AIF and Bcl-2 genes and rosemary at 

concentration of 50 µg/ml containing serum for 24 and 48 h significantly decreased Bax gene expression 

compared to conditioned medium and serum group. 

Conclusion: The AIF-dependent apoptotic pathway was activated in MCF-7 cells after treatment with 

conditioned medium 24 and 48 h and rosemary 100 containing serum after 48 h. 
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