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 چكيده
های جديد از جمله ترکيبات ضدسرطاني برای استفاده در کاربردهای پزشكي،  های نمک دوست، پتانسيل توليد بيومولكول ميكروارگانيسم  :زمينه

 های استخراج شده از آرکي نمک دوست بومي ايران انجام شد.  را دارند. اين مطالعه با هدف بررسي خواص ضدسرطاني رنگدانه 

بيدگل جداسازی و شناسايي شده بود، استخراج گرديد. اثر رنگدانه   -از درياچه آران که قبلاً sp Haloarcula. رنگدانهعصاره  ها:روش و مواد

مورد آزمايش قرار   FITCو    PIآميزی  و رنگ   MTTسرطان پستان، با استفاده از روش    MDA-MB-468استخراج شده، بر روی رده سلولي  

با غلظتگرفت. سلول به مدت  ةهای مختلف عصارها  بيان ژن   72و    48،  24  رنگدانه  نهايت  انكوبه شدند. در  از جمله ساعت  های آپوپتوزی 

تكنيک   BAX   ،CASP3  ،CASP7  ،CASP9،P21   ،P53،SOX2هایژن  توسط   ،Real time PCR    گرفت.  مورد قرار  تحليل  بررسي  برای 

 . استفاده گرديد های تكراریو تحليل اندازه  t آزمون اطلاعات از

با سلول  ها:افته ي تيمار نشده،در مقايسه  از    MB-MDA-468های  ماني سلول  رنگدانه زنده  ةعصار  های    95/45ساعت در غلظت    48را پس 

( در درصد   4/44های آپوپتوز اوليه و ثانويه )سلولعلاوه بر اين، جمعيت کل  .  (*  >05/0pطور قابل توجهي مهار کرد )به  ليتر،ميكروگرم در ميلي 

 همراه بود. ،P53،BAX  ،CASP7 ،CASP9های رده سلولي مورد مطالعه افزايش يافت که با افزايش معنادار بيان ژن

ثر احتمالي ؤعنوان يک درمان مهای طبيعي با فعاليت ضدسرطاني و به عنوان منبع مناسبي از پيگمان توانند به های نمک دوست مي آرکي   گيری:نتيجه 

 در شيمي درماني در نظر گرفته شوند. 

 ،  Haloarcula sp .، رنگدانه،MB-MDA-468 آپوپتوز، رده سلولي کليدی: واژگان
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 مقدمه
درمان به  کلی  شیمی  طور  شامل  سرطان  برای  بالینی  های 

اشعه   ایمونوتراپی،  برخی  درمانی،  و  جراحی  درمانی، 

های اخیر داروهای ضد  باشد. در سال های دیگر می روش 

شوند.  طور گسترده برای شیمی درمانی استفاده می تومور به 

داروهای آنتی تومور تجاری از نظر منشأ به دو گروه تقسیم  

داروهای شیمیایی سنتتیک و داروهای طبیعی که    ، شوند می 

ارگانیسم  می از  دست  به  شیمیایی    (. 1)   ند آی ها  داروهای 

معمولًا تنها گزینه برای شیمی درمانی هستند اما بسیاری از  

سلول  تنها  نه  شیمیایی  داروهای  بلکه  این  توموری  های 

برند و اثرات جانبی  های طبیعی بدن را نیز از بین می سلول 

داروها  در مقایسه با داروهای شیمیایی،  .  ( 2)   زیادی دارند 

آیند هم  ها به دست می از ارگانیسم   و محصولات طبیعی که 

م می  باشند ؤ توانند  و   ثرتر  دارند  کمتری  سمیت  هم    و 

منا   توانند می  مختلف  ب از  و    شامل ع  جانوران  گیاهان، 

دست میکروارگانیسم  به  د د آین   ها  به  .  اروهای ضدسرطان 

های زیستی  از بین توکسین  دست آمده از جانوران معمولًا

داروهای طبیعی به دست    حالی که شوند، در  انتخاب می 

ها و یا  همان متابولیت  ها، آمده از گیاهان و میکروارگانیسم 

این  مولکول  توسط  شده  تولید  فعال  زیست  های 

 (. 4و    3)   هاست ارگانیسم 

رغم گسترش داروهای جدید، برای بسیاری  همچنین علی 

ور مشخص برای تومورهای پیشرفته و  ط از تومورها و به 

ناکافی  درمان   ، متاستازی  بسیار  و  دهنده  تسکین  اغلب  ها 

هستند و در بسیاری از موارد این داروها که ممکن است  

حتی به صورت تجاری نیز عرضه نشده باشند طول عمر  

را در حد چند هفته و چند ماه و به ندرت در حد سال  

کید بر این نکته  أ دهند. با توجه به این مسائل و ت افزایش می 

های هدفمند برای درمان  حقیقات در مورد یافتن درمان که ت 

ای  رسد نیاز گسترده به نظر می   ، سرطان همچنان ادامه دارد 

به   که  دارد  وجود  جدید  ضدسرطان  داروهای  برای 

ثر  ؤ درمان سرطان م   در خصوص در مراحل پیشرفته بیماری  

 . ( 5)   باشند 

دسته هالوفیل  میکروارگانیسم ها  از  اکست ای    یل ف یمو ر های 

شوند.  های با غلظت نمک بالا یافت می هستند که در محیط 

محیط  این  در  زندگی  سخت توانایی  این  ،  های 

تولید  میکروارگانیسم  برای  جالبی  گزینه  به  تبدیل  را  ها 

های زیست فعال مهم در پزشکی و تولید داروهای  مولکول 

می  مورد    . ( 6- 8)   کند طبیعی  در  اخیر  مطالعات 

، که  نمکی های  در محیط  نمک دوست های  میکروارگانیسم 

پلیمرهای   جمله  از  بیوتکنولوژی،  در  ارزشمندی  منابع 

ها، اگزوپلی ساکاریدها و ترکیبات  زیستی، بیوسورفکتانت 

ها، مواد ضدتوموری و ضدمیکروبی  رنگدانه زیست فعال ) 

می  فراهم  را  غیره(  یافته  و  توسعه    (. 9- 11)   ت اس کنند، 

های نمک دوست و تحمل کننده  بسیاری از میکروارگانیسم 

مختلف رنگدانه   از   بالایی   غلظت   حاوی   ، نمک   های 

 (. 12)   هستند 

می  نشان  تحقیقات  از  حاصل  رنگدانه نتایج  که  های  دهد 

قبیل فشارخون،   از  اختلالاتی  کننده  ایجاد  عامل  سنتتیک 

نافیلاکسی و  های آ زایی، تومورهای بدخیم، واکنش سرطان 

مصرف  آلرژی  از  ناشی  مشکلات  به  توجه  با  هستند.  زا 

های مصنوعی، جستجو برای یافتن پیگمان طبیعی  رنگدانه 

دلیل اصلی علاقه به استفاده از   (. 13)  مناسب، آغاز گردید 

با  میکروارگانیسم  بالا  ها در تولید رنگدانه، تکثیر و تولید 

دستکاری  از  ژنتیکی  استفاده  تولید  های  بعلاوه  است. 

های طبیعی از طریق تخمیر میکروبی دارای مزایای  رنگ 

ارزان  تولید  جمله  از  استخراج  زیادی  بالاتر،  بازدهی  تر، 

 (. 15و    14)   تر و سهولت در کنترل تولید است آسان 

قابلیت   افزایش  باعث  متنوع  شیمیایی  ساختارهای 

ی  ها برای کاربردهای مختلف بیولوژیک پیگمان عملکردی  

طور  ه ها ب رنگدانه شود زیرا ساختارهای دقیق شیمیایی  می 

کنند  تعیین  و  ویژگی   ة جداگانه،  است  انتظار  مورد  های 
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ها را مشخص  ها با سایر مولکول همچنین نحوه تعامل آن 

ها به یک اثر محافظتی  عملکرد این رنگدانه   (. 16)   کند می 

های نمک دوست در برابر آسیب نوری  از میکروارگانیسم 

می  مربوط  مرئی  محدوده  مقاومت  در  به  منجر  و  باشد 

و قرار    اشعه در اثر   DNA باکتری در برابر آسیب اکسیداتیو 

معرض   در  می H2O2گرفتن  ها  رنگدانه بنابراین  .  شود ، 

و دمای    نمکی های  ها در محیط باعث افزایش بقای باکتری 

از  ها می رنگدانه . همچنین  ند شو پایین می  پیشرفت  توانند 

   (. 18و    17)   سرطان جلوگیری کنند 

براساس  ( MDA-MB-468) سلول سرطانی    ة انتخاب رد 

آمار سازمان   اساس  بر  ایران،  در  آن سرطان  میزان شیوع 

بهداشت جهانی بوده است. بر اساس آمار این سازمان در  

های پستان، ریه و پروستات جزء پنج  سرطان   های اخیر سال 

تعداد زیادی از مبتلایان به    . اند ده بو   جهان   سرطان فراوان در 

سرطان پستان در مراحل ابتدایی قابل درمان هستند. بیماران  

  درصد   5- 30باشند، در  در مراحل بالاتر که فاقد متاستاز می 

  تعداد   اما   یابند می   قطعی   درمان   کمکی   های درمان   با   موارد 

  فوت   پستان   سرطان   بازگشت   دلیل   به   بیماران   از   زیادی 

ن  ای  در  جدیدتر  داروهای   و  ها روش  از  استفاده   لذا   کنند می 

 (. 19)   بیماران بسیار ضروری است 

رنگدانه  جمله  از  طبیعی  از  ها ترکیبات  حاصل  ی 

آرکی میکروارگانیسم  مانند  مختلف  باکتری های  و    ها ها 

عنوان ترکیبات فعال زیستی در مهار برخی از  به   توانند می 

سرطان  ها  بیماری  جمله  مطالعه    . باشند ثر  ؤ م از  از  هدف 

های به دست آمده از آرکی نمک  حاضر بررسی اثر رنگدانه 

های مسیر آپوپتوزی در مدل  دوست بومی ایران، در بیان ژن 

 باشد. سرطان پستان می   MDA-MB-468سلولی  

 

 ها روش   و   مواد 
از    برای رشد آرکی نمک دوست   کشت   محیط  کلیه مواد 

  بیوتیک پن آنتی ،  گلوتامین - )آلمان(، و ال    Merckشرکت 

)پنی  استرپتومایسین( استرپ  و  گاوی  سیلین  جنین  سرم   ،

 (FBS )  ،10x  Tripsine/EDTA   شرکت ا   Gibco  ز 

از شرکت    MTT  ،DMSO  ،PBS  ،Trizol  )آمریکا(، و 

DNA Biotech    کیت و    Real-Time PCR)ایران(، 

SYBR Green   ایران(، کیت سنتز    تجهیز  از شرکت یکتا(

cDNA    شرکت شد.    Parstousاز  خریداری  )ایران( 

پی  تایم  ریل  آر دستگاه  خت  سا    RG 6000مدل   سی 

مدل   SIGMA کربت آلمان، و سانتریفیوژ - شرکت کیاژن 

4-16K    انکوباتور و  شرکت   CO2آلمان،   ساخت 

RS Biotech    آمریکا، و میکروسکوپOplympus    ،ژاپن

فریزر   شرکت  سانتی   ة درج   - 70و  ساخت  گراد 

Angleantoipolar   انکوباتور شیکر  و   ایتالیا 

Wise cube    و الایزا   دستگاه آلمان،  ،  USA)   خوانشگر 

Bio-tek Instruments )Eliza Reader     و )آمریکا(، 

  ساخت   ( BD  ،FACS Calibur)   ی دستگاه فلوسایتومتر 

باشد. این بررسی در کمیته اخلاق دانشگاه آزاد  می   ، آمریکا 

شماره  اسلامی   تحت  .  1400.  108قم 

IR.IAU.QOM.REC   .به تصویب رسیده است 

 

 کشت ميكروارگانيسم  

با    Haloarcula sp. Strain A15آرکی نمک دوست  

Accession CP002921  ، نمکی های  موجود در محیط  

قبلًا نواحی   که  آران ایران    بومی   از  دریاچه  بیدگل،    - از 

از آزمایشگاه اکسترموفیل  جداسازی و شناسایی شده بود،  

شد   گرفته  تحویل  تهران  و  دانشگاه  کشت  محیط  در  و 

 Modifiedشرایط مناسب کشت داده شد. از محیط کشت 

Growth Medium  (MGM )    درصد   23با مقدار نمک  

)آلمان(   Merck ت استفاده شد. کلیه مواد کشت از شرک 

تنظیم    7از اتوکلاو بر ر وی  محیط پیش    pH  ریداری شد. خ 

گراد انکوبه شدند  درجه سانتی   40ها در دمای  گردید. پلیت 

 (. 20)   روز مشاهده شد   7و رشد آرکی پس از  
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 رنگدانه استخراج  

، سویه آرکی حاوی پیگمان در  رنگدانه منظور استخراج  به 

  RPM  ر محیط کشت مایع در یک انکوباتور شیکردار با دو 

به مدت چند روز  درجه سانتی   40دمای  در    1500 گراد 

منظور   به  و  ابتدا  در  شد.   مناسب   انباشتگی انکوبه 

یک پیش کشت در محیط کشت مایع  ،  میکروارگانیسم فعال 

صورت گرفت، حجم محیط کشت مایع برای پیش کشت  

بود. حجم   نظر  مایع مورد  نهایی کشت  ده درصد حجم 

  ته شد. لیتر در نظر گرف میلی   250نهایی محیط کشت مایع  

انجام گرفت.   استخراج رنگدانه با روش استخراج حلال 

  15به مدت   RPM8000  ها توسط سانتریفیوژ با دور سلول 

  شستشو   استریل   مقطر   آب   با   رسوب .  شد   آوری جمع   دقیقه 

مدت ش   داده  به  و  دو   15  د  با    RPM4000ر  دقیقه 

شد    لیتر متانول به رسوب اضافه یلی م  5. گردید سانتریفیوژ  

)بن    15و سپس به مدت   گرم  دقیقه در یک حمام آب 

تا تمام    گردید گراد انکوبه  درجه سانتی   60دمای  ماری( در  

توسط  رنگدانه  گردد.  استخراج  مشاهده  قابل  های 

با دو  مدت    RPM8000ر  سانتریفیوژ  مایع  د   15به  قیقه، 

کاغذ فیلتر واتمن شماره    و سپس از طریق   شده رویی جدا  

من   1 اندازه  گردید.    11افذ  دارای  فیلتر  عصاره  میکرومتر، 

در طول موج    اسپکتروفوتومتر   با استفاده از دستگاه   رنگدانه 

مورد بررسی قرار گرفت. بنابراین، کل رنگدانه    نانومتر   490

آمده در طول مدت جذب   مقدار به دست  از  استفاده  با 

 (nm490 محاسبه ش )  .با دستگا د د متانول  بعد  ه  ر مرحله 

Rotary evaporator   (BUCHI Rotavapor R_114  )

خشک به دست آمد و در    رنگدانه تبخیر شده و  (  س ی سوئ ) 

 . ( 21)   نگهداری شد   - 20فریز  

 طبق فرمول زیر محاسبه شد:   رنگدانه مقدار کل  

 
 

The total pigment content (μg. g) = A × V (mL) × 104 / A1%
1cm× P(g) 

 

A  موج در طول  : حجم حلال  Vانومتر،  ن   490: جذب 

:  P  ، در متانول   پیگمان   : ضریب جذب A1%1cmمتانول،  

 وزن بیومس 

 

 های سرطاني کشت سلول 

رده سلولی سرطان انسان که در این پروژه مورد استفاده  

گرفت،   پستان    MDA-MB-468قرار  سرطان  برای 

سلول می  محیط باشد.  در  لایه  تک  صورت  به   ها 

 (Roswell Park Memorial Institute )RPMI 1640   

سدیم    ، ( FBS)   سرم جنین گاو   ( v/v)  درصد   10مراه با  ه 

های  اسید آمینه ،  گلوتامین   - میلی مولارال   200و    بی کربنات 

میکرولیتر و    10ترتیب به مقدار  )به   ( NEAAغیرضروری ) 

میلی   5 هر  ازای  به  و  میکرولیتر  کامل(  محیط  لیتر 

گراد در  درجه سانتی   37در دمای  استرپ،  پن بیوتیک  آنتی 

رشد داده     CO2درصد   5  و   درصد   95اتمسفر مرطوب  

غلظت پن بیوتیک  آنتی استوک    شد.  با    10000  استرپ 

میلی م  بر  و    لیتر یکروگرم    واحد/   10000استرپتومایسین 

نهایی  (. غلظت  X100سیلین خریداری شد ) پنی   لیتر میلی 

به بیوتیک آنتی  سلول  کشت  محیط  در    100ترتیب  ها 

  ی برا است.   لیتر میلی   واحد/   100و    لیتر یکروگرم بر میلی م 

ها از کف  سلول   د ی چسبنده، ابتدا با   ی ها کشت مجدد سلول 

ها  یی سلول رو   ط ی منظور ابتدا مح   ن ی شوند. به ا   جدا فلاسک  

ر   ی ها سلول   ی که حاو  . سپس  شد   خته ی مرده است، دور 

ها سست شده  اضافه گردید تا سلول   PBSها  روی سلول 

های مرده باقی مانده از کف فلاسک شسته شوند.  و سلول 

سلول  ادامه  شدند.  در  جدا  فلاسک  کف  از  جهت  ها 

سلول  سطح  جداکردن  از  محلول  فلاسک ها  از   ،

Tripsine/EDTA   شد کردن  استفاده  اضافه  از  پس   .

درجه    37دقیقه در انکوباتور    5ین، فلاسک به مدت  تریپس 

ها، محیط کامل  قرار داده شد. پس از جدا شدن کامل سلول 
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 (DMEM  ،10   درصد  FBS   1استرپ  و پنX  به فلاسک )

افزوده گردید تا تریپسین خنثی شود و آسیبی به سلول وارد  

 (. 22) نشود  

 

 MTTش  رو ارزيابي سميت به  

بر توانایی    پیگمان استخراج شده برای ارزیابی اثر عصاره  

شده  ذکر  سلولی  رده  روش  زیستی   ، 
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)  مورد قرار  استفاده  ، 

به    MTTتترازولیوم . این تست بر پایه تجزیه نمک گرفت 

ندریایی بنا نهاده  وسیله آنزیم سوکسینات دهیدروژناز میتوک 

باعث تشکیل   MTT شده است. احیای نمک تترازولیوم 

می  فورمازان  در  بلورهای  فورمازان  بلورهای  شود. 

مث حلال  آبی    DMSO  ( Dimethyl sulfoxide)   ل های 

می  دست  حل  به  رنگ  بنفش  محلول  و  .  آید می شوند 

ه فورمازان نیستند،  ب  MTT های مرده قادر به تبدیل سلول 

سلول در   با  متناسب  بنفش  رنگ  شدت  زنده  نتیجه  های 

دستگاه   توسط  رنگی  محلول  این  جذب  میزان  است. 

موج  طول  در  خوان  پلیت   نانومتر    540  اسپکتروفتومتر 

 . تعیین گردید 

منظور  این  در   به  رنگدانه  از  استوک  غلظت  یک  ابتدا 

DMSO   نهایی که غلظت    طوری ه حل شد بDMSO     در

  DMSO  ماکرولیتر باشد. این غلظت از   20لیتر،  هر میلی 

اثر  آزمون  ها سلول   ی برا   ی ک ی توتوکس ی س   هیچ  مورد  ی 

  MTTپژوهش گروه مورد تیمار در آزمون    ن ی در ا   نداشت. 

مدل  سلول  مواجه  زمان  مدت  اساس   بر 

MDA-MB-468   در سه  به پستان  عنوان سلول سرطان 

ساعت سنجیده شد. در این    72و    48،  24  زمان مختلف 

صرفاً  گروه    آزمون  تیمار  سلول یک  برای  مطالعه  مورد  ی 

  ، 50  ، 25  و   12های مورد نظر شامل  وجود داشت اما غلظت 

بودند.    لیتر میکروگرم در هر میلی   600و    400،  200،  100

های مورد آزمون  ، از آنجایی که سلول MTTطبق پروتوکل  

ها پس از کشت  ( بودند، سلول adherentاز نوع چسبنده ) 

سلول در هر چاهک در پلیت    5000با تراکم    ( Seed)   شدن 

  ی دما در    ساعت   18به مدت      ، برای چسبیده شدن خانه   96

سپس    . انکوبه شدند   CO2درصد    5و    گراد ی درجه سانت   37

  400،  200  ، 100  ، 50  ، 25  ، 12  های با غلظت   رنگدانه   ة عصار 

شد.  روی آن اثر داده  لیتر بر میکروگرم در هر میلی  600و 

میکرولیتر از محلول    10ها،  برای ارزیابی زنده ماندن سلول 

(  لیتر یکروگرم بر میلی م   5)   MTT  لیتر گرم در میلی میلی   5

  37ساعت در دمای    3به هر چاهک اضافه شد و به مدت 

گراد انکوبه شد. در نهایت، محیط حذف شد  درجه سانتی 

به منظور حل کردن بلورهای     DMSOمیکرولیتر   100و  

هر چاهک اضافه شد و سپس  ، به  فورمازان تشکیل شده 

موج   طول  در  رنگ  دستگاه   560جذب  توسط    نانومتر 

 (USA  ،Bio-tek Instruments )Eliza Reader  

سه جذب  نتایج بر اساس مقای  گیری شد. ، اندازه )آمریکا( 

گزارش    ( نانومتر   560)   ها نمونه  کنترل  گروه  به  نسبت 

  ی ها سلول   ر ی تکث   مهار   که سبب   رنگدانه گردید. غلظتی از  

ر نظر  د    LD50عنوان به گردید    درصد   50به میزان    ی سرطان 

شد  به   گرفته  مراحل  و  ادامه  برای  تیمار  غلظت  عنوان 

تست،   این  در  شد.    DMSO   (100-200-400انتخاب 

عنوان کنترل مثبت استفاده گردید که صد در  میکرولیتر( به 

بود. همچنین محیط کشت سلولی    ک ی توکس   صد دارای اثر 

 . ( 23)   عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد به 
 

   آزمون آپوپتوز 

سلول  گروه ها  سوسپانسیون  و  در  شده  تیمار  گروه  های 

کنترل توسط آنزیم تریپسین تهیه شد. در مرحله اول پس  

لیتر  میلی  2  سک، با اضافه کردن لا ها از ف از جداسازی سلول 

دقیقه سانتریفیوژ    5به مدت   rpm1500  در  PBS از محلول 

س از  . پ ها حذف شود تا محیط سلول   داده شد و شستشو  

  1x Binding Buffer  به وسیله   رسوب سلولی   ، شستشو 

 FITC به دلیل اینکه رنگ رسید.  میکرولیتر    500  به حجم 
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با یکدیگر همپوشانی دارند، برای تصحیح و تنظیم   PI و 

لوله بدون    ک )ی   .گردید لوله تقسیم    4نمونه در  ،  همپوشانی 

رنگ  حاوی  لوله  یک  یک    ،  Annexin FITC-Vرنگ، 

رنگ  حاوی  رنگ و    ،  PIلوله  دو  هر  حاوی  آخر   لوله 

FITC    وPI  .) به    بود  لوله اول که همان سلول بدون رنگ

به لوله    .شد نگه  گراد  درجه سانتی   4    ر همراه لوله سوم د 

ضافه و به  ا    Annexin FITC-Vمیکرولیتر،   5  دوم و چهارم 

و در تاریکی   گراد درجه سانتی   4دقیقه در دمای   15مدت  

  1  ها اتمام زمان انکوباسیون به لوله پس از    .گشت انکوبه  

ضافه و  ا ایکسBinding Buffer   (1    )  ز محلول ا   لیتر میلی 

مدت   سلولی   5به  رسوب  به  و  سانتریفیوژ    500 دقیقه 

شد.  ضافه  ا   ایکسBinding Buffer    (1   )ر دیگ   میکرولیتر 

هنگام  نمونه   در  چهارم خوانش  و  سوم  لوله  به    3 ها، 

یدید    رنگ   میکرولیتر  ها  نمونه   .گردید اضافه  پروپیدیوم 

فلوسایتومتری  دستگاه   USA  ،BD ،FACS)   توسط 

Calibur )    )شد )آمریکا  PI و   FITCگ  رن   . ند خوانده 

  530انومتر تحریک شده و در دو کانال  ن   488ر  توسط لیز 

 .انومتر نشر پیدا کردند ن   575- 610  نانومتر و 

فلوئوروکروم  کونژوگه با   Annexin V آپوپتوز به کمک 

فلورسین  با (  FITC)  ایزوتیوسیانات  نکروز      PIو 

 (Iodide Propidium )   در  نجش  س و  گردید 

  .مورد ارزیابی قرار گرفت   FL3-Hو     FL1-Hهای کانال 

افزار  با استفاده از نرم های مستقر در هر ناحیه  درصد سلول 

Flowjo    گردید گزارش  درصد  اساس  بر  و  و  محاسبه 

 بعدی به چهار ناحیه   در منحنی دو   شده  تقسیم نقاط ثبت 

Q1  تا Q4   ناحیه   .گرفت انجام Q1   های  نمایانگر سلول

ن نکروزی  سلول  Q2 ة احی ،  شده  نمایانگر  آپوپتوز  های 

 اولیه آپوپتوز شده   های نمایانگر سلول  Q3 و ناحیه ثانویه،  

در پلات   باشد. می   های سالم نمایانگر سلول  Q4 ناحیه و  

، شدت فلورسانس را نشان  Yو    X  فلوسایتومتری محور 

محور  می  به   Xدهند.  مربوط  فلورسانس   شدت 

Annexin V- FITC   باشد. هر چقدر از سمت چپ  می

رویم، شدت فلورسانس  به سمت راست محور پیش می 

های نشر  ، شدت سیگنال Yیابد. همچنین محور  افزایش می 

از   می   PIشده  نشان  دو  در  دهد.  را  هر  که  مواردی 

طور همزمان به کار گرفته شوند، به منظور  فلوروکروم به 

ها،  داده   ه محاسبة میزان نیاز به جبران فلورسانس در مجموع 

  د. های اولیه از مقدار کل کسر شو باید در ابتدا مقدار کنترل 

را به تنهایی استفاده    FITC  بدین ترتیب که ابتدا فلوروکروم 

به دست    FL-1 ابش که در کانال ت کرده و درصدی از کل  

می می  مشخص  را  درصد    کنیم آید  آن  به   که 

 (Emission ratio  ) سپس این روش برای  شود گفته می .

می  PI فلوروکروم  تکرار  صحیح    . شود نیز  سنجش 

فلوروکروم  برای  کانال    FITC  فلورسانس  از FL-1در   ،  

از کل فلورسانس    Emission ratio)درصد  طریق فرمول  

PI ) -   ( در شده  سنجیده  فلورسانس  کل   میزان 

FL-1 =)FITC   (. 25و    24)   د شو محاسبه می 
 

 آزمون چرخه سلولي 

  5مدت  به    RPM1500ر  سلول با دو   5×510  ابتدا تعداد 

دمای   در  سانتی   4دقیقه  شد.  درجه  سانتریفیوژ  گراد 

سرد )اتانول باید در    درصد   70میکرولیتر اتانول    500سپس 

فریزر نگهداری شود( به صورت قطره قطره به نمونه اضافه  

سلول  مدت  شد.  به  دمای    45ها  در    ة درج   4دقیقه 

شسته شده    PBS  مرتبه با   3و سپس    ه گراد انکوبه شد سانتی 

به    RPM1500ر  با دو  PBS و هربار پس از اضافه کردن 

. در آخر  گردید فیوژ  ی دقیقه در دمای محیط سانتر   5مدت  

از روی پلت سلولی ایجاد شده تخلیه شد و به     PBSتمام 

آنزیم   50ها  سلول  میکروگرم/    Rnase    (100میکرولیتر 

به مدت  . سلول گشت اضافه  میکرولیتر(   در    15ها  دقیقه 

ها  گراد انکوبه شد و در انتها به سلول سانتی   ة درج   37دمای  

رنگ   10 نمونه گردید  اضافه   PI میکرولیتر  ت و  وسط  ها 
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(  USA  ،BD  ،FACS Calibur)   دستگاه فلوسایتومتری 

 . ( 26)   خوانده شد 
 

 های مرتبط با آپوپتوز به روش کمي بررسي بيان ژن 

از سایر محتویات سلولی مانند    total RNAبرای استخراج  

DNA   پروتئین نمونه و  از  ها،  پس  سلولی  و  بافتی  های 

توسط   کمک    PBSشستشو   DNAشرکت  )   trizolبه 

Biotech  ،)به منظور تعیین غلظت و   شد.  استخراج ، ایران

شده،    RNAکیفیت     ی اسپکتروفوتومتر   ز ی آنال استخراج 

نمونه ی سنج   ف ی )ط  دستگاه   RNAی  ها (  از  استفاده    با 

خالص،    RNAدر  نانودراپ )ترموفیشر،آمریکا( انجام شد.  

نور  جذب  به    260  ی نسبت   برابر   نانومتر   280نانومتر 

 باشد. می   1/ 2-8

cDNA    سنتز کیت  از  استفاده  )شرکت    cDNAبا 

Parstous ،  )بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده   ، ایران

 ( معکوس  رونویسی  و  شد qRT-PCRسنتز  انجام   ) .  

cDNA   ی ژن   ان ی ب   رات یی تغ   ی بررس   به منظور شده،    ساخته  

)گروه    نشده   مار ی ت   ی ها شده و سلول   مار ی ت   ی ها سلول   ن ی ب 

که برای هر  ،  شد   Real time PCRواکنش    کنترل( وارد 

پایه   بیان  که  ژنی  با  نظر  مورد  ژن  بیان  حالت،  دو 

 (Housekeeping gene دارد مقایسه )    گردید. پرایمرها از

استفاده، تهیه    ة های آماد صورت غلظت شرکت بن یاخته به 

ژن   ی برا   ها مر ی پرا   ی ها ی توال شدند.   نرم همه  با  افزار  ها 

GeneRunner   بن خود شرکت  و    ی طراح یاخته  توسط 

از     ی بررس   ی برا    Primer-BLAST( NCBI) سپس 

آن   ی اختصاص  شد بودن  استفاده  پرایمرهای    . ها  توالی 

در  ژن  هدف  مورد    1جدول  های  اجزای  جهت و    نیاز 

  SYBR Green Real time PCR Master Mixواکنش 

، به  شد   تهیه   2جدول  مطابق  تجهیز، ایران(   )شرکت یکتا 

نهایی واکنش  که حجم  برنامه  بود.    میکرولیتر   13 طوری 

  3جدول  مطابق    ، نیز   Real-time PCR  واکنش   دمایی 

  آستانه   کل ی س   به صورت   ج ی نتا   ت ی در نها صورت گرفت.  

 (CT یا به ) اصلاح  cycle of threshold )    گزارش شد و

برنامه  ژن   ان ی ب   ی بررس   ی برا  از     استفاده   RESTها 

 (. 27) گردید  

 

 Real time PCRپرايمرهای مورد استفاده در آناليز  (1 جدول

 دمای اتصال والي پرايمر ت نام پرايمر  ژن ها 
  طول محصول

PCR (bp ) 

CASP3 
Forward 5' AAG CGA ATC AAT GGA CTC TGG 3' 

60 175 
Reverse 5' CAA GTT TCT GAA TGT TTC CCT GAG 3' 

CASP9 
Forward 5' GTT TGA GGA CCT TCG ACC AGC T 3' 60 129 
Reverse 5' CAA CGT ACC AGG AGC CAC TCTT 3' 

HPRT 
Forward 5' CCT GGC GTC GTG ATT AGT G 3' 60 198 
Reverse 5' TCA GTC CTG TCC ATA ATT AGT C 3' 

CASP7 
Forward 5' TTTGCTTACTCCACGGTTCC 3' 60 200 
Reverse 5' GAGCATGGACACCATACACG 3' 

P53 
Forward 5' GTATTTCACCCTCAAGATCC 3' 60 83 
Reverse 5' TGGGCATCCTTTAACTCTA 3' 

P21 
Forward 5' CTTGCACTCTGGTGTCTG 3' 60 106 
Reverse 5' CTTGGAGTGATAGAAATCTGTCA 3' 

SOX2 
Forward 5' GCCGAGTGGAAACTTTTGTCG 3' 60 154 
Reverse 5' GCAGCGTGTACTTATCCTTCTT 3' 

BAX 
Forward 5' TGG CAG CTG ACA TGT TTT CTG AC 3' 60 195 
Reverse 5′ TCA CCC AAC CAC CCT GGT CTT 3' 
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 ها ژن qPCR  برنامه زماني مراحل واکنش (3 جدول

 تعداد سيكل زمان  گراد(دما )درجه سانتي مرحله

 1 دقیقه  10 95 سازی آنزیمفعال

 ثانیه  20 95 واسرشتگی 

 ثانیه  30 60 اتصال  45

 ثانیه  30 72 گسترش 

 

 تجزيه و تحليل آماری

  حاصل از   جی نتا  یآمار  و تحلیل این مطالعه تجزیه    در

ازها  تست  استفاده  ،   GraphPad Prismافزارنرم  با 

قسمت  به  8ویرایش   از   Analyze  ،Columnترتیب 

analysesب آزمون  t-testه روش  ،  در  برای  MTT   و 

  SPSSافزار  مقایسه یک متغیر در طی سه زمان، از نرم

روش،  16  ویرایش    Repeated Measurementsبا 

Analysis  های مکرر استفاده  یا تحلیل واریانس اندازه

بهب  >0p/ 05  ریمقاد  گردید. معنادار  تفاوت   ن یعنوان 

ی  نظر گرفته شد. نمودارها  گروه تست و گروه کنترل در

   GraphPad Prismافزار نرم   با استفاده از  زین  این مطالعه

،  Real-time PCRهمچنین در    رسم شدند.  8ویرایش  

دریافت  دنبال  آستانه،  داده  به  به سیکل  مربوط  به  های 

بیان  منظور میزان  دادهآنالیز  این  برنامهها  ،   وارد 

REST 2009    سپس   Relative expressionشدند. 

آن نسبی(  برنامه )بیان  وارد     GraphPad Prismها 

میزان  8ویرایش   بررسی  داده  شد. جهت  ها  معناداری، 

 مورد بررسی قرارگرفت.  t-Testتوسط 

 هايافته
های مورفولوژيكي آرکي  و ويژگيرنگدانه  تعيين کل  

 نمک دوست

کل   اندازه  رنگدانهمقدار  با  متانولی  عصاره  گیری  در 

موج    جذب طول  در  حسب    490آن  بر  نانومتر، 

شد   برآورد  سویه  رنگدانه محتوای  و  میکروگرم    ،کل 

شد.  734/ 1 محاسبه  لیتر  در  همچنین    میکروگرم 

ه ئارا  4  جدول، در  15Aسویه  های مورفولوژیک  ویژگی

 شده است. 

 

 يمنف :-مثبت، :+ : های مورفولوژيكي ويژگي ( 4جدول 

 A15سويه  ات يخصوص

 گرم منفی  آمیزی گرم رنگ 

 پلیمورف )چند شکلی(  شکل 

 موکوئیدی  نارنجی-قرمز  کلنی

 - اسپور 

 + کاتالاز 

 + اکسیداز 

 - صفر درصد  NaClرشد در 

 

 qPCR اجزای مورد نياز جهت واکنش( 2 جدول

 مواد مورد نياز  ( ميكروليتر حجم )

5/6 Master Mix (2x SYBR Green Real-time PCR Master Mix) 

5/0 (10 pmol) پرایمر   Forward 

5/0 (10 pmol) پرایمر    Reverse 

1 cDNA 

5/4 diH2O 
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 LD50 ماني و تعيين ارزيابي زنده

م غلظت  تعیین  منظور  تؤ به  زمان  و  عصاره أثر  ثیر، 

،  100،  50،  25،  12  های، با غلظت 15Aسویه    رنگدانه

لیتر بر رده سلول میکروگرم در میلی  600و    400،  200

پستان فلاسک  (MDA-MB-468)  سرطانی  های در 

  48،  24در  جداگانه شامل گروه تیمار شده و تیمار نشده  

ساعت اثر داده شد و پس از طی این زمان میزان    72و  

سلول زیستی  اندازهتوانایی  نهایت  ها  در  شد.  گیری 

سلول  درصد مانی  زیر زنده  فرمول  از  استفاده  با  ها 

 (. 27) محاسبه شد
 

 

که   داد  نشان  سلول نتایج  با  تیمار درمقایسه  نشده،   های 

 15Aسویه    رنگدانهلیتر  میکروگرم در میلی   45/ 95  غلظت 

ساعت موجب کاهش توانایی زیستی لاین   48در زمان  

تا حدود    درصد   50سلولی سرطان پستان مورد مطالعه 

 (LD50 می ) شود   (0/ 05*p<)    بنابراین یک (.  1)شکل

دوز فعالیت   به  وابسته  زمان   ضدتکثیری  شرایط   در   و 

مشاهده  MDA-MB-468های  آزمایشگاهی علیه سلول 

تجزیه و   . شد  اساس  داده   بر  آماری  ، MTTهای  تحلیل 

لیتر، برای میلی   در   میکروگرم   45/ 95، معادل  50LD  دوز 

MDA-MB-468    .گردید نتایج، تعیین  این  به  با توجه 

ساعت   48لیتر و زمان  میکروگرم در میلی   45/ 95غلظت  

 برای مراحل بعدی انتخاب گردید.
 

 
 

  A15سویه  ةمیکروگرم در میلی لیتر عصاره رنگدان 600و  400و  200و  100 و  50و  25، 12های تأثیر غلظت  (:LD50ثر )ؤتعيين غلظت م( 1شکل 
 72و  24(،  =029/0pساعت ) 48و  24های میزان زنده مانی بین میانگین زمان . ساعت پس از تیمار 72، 48، 24در  MDA-MB-468بر روی سلولی 

نترل  های تحت درمان نسب به کمیزان زنده مانی در سلول ميكروگرم در ميلي ليتر: 12غلظت ( معنادار بود. =p  001/0ساعت ) 72و  001/0p< ،)48ساعت 
  بود. همچنین میزان بقاء (>p*05/0)دار با ساعت نسبت به کنترل، دارای تفاوت معنی  72، 48های داری نداشت ولی در زمان ساعت، تفاوت معنی 24در زمان 

( بود.  >p*05/0دار )معنی ساعت دارای کاهش  24ساعت نسبت به زمان  72ساعت نداشت ولی در زمان  24دار با زمان ساعت تفاوت معنی  48در زمان 
داری نداشت ولی در  ساعت، تفاوت معنی 48، 24های های تحت درمان نسب به کنترل در زمان میزان زنده مانی در سلول  ليتر:ميكروگرم در ميلي  25غلظت 

 72ساعت نداشت ولی در زمان  24دار با زمان ساعت تفاوت معنی 48بود. همچنین میزان بقاء در زمان  (>p*05/0)دار با ساعت دارای تفاوت معنی 72زمان 
میزان زنده مانی در   ليتر:ميكروگرم در ميلي 600، 400،200، 100،  50هایغلظتبود. (>p*05/0) دارساعت دارای کاهش معنی 24ساعت نسبت به زمان 

و   48، 24 هایبودند و تفاوت معناداری در بین زمان  (>p*05/0)دار با ساعت دارای تفاوت معنی  72، 48، 24های تحت درمان نسب به کنترل، در زمان سلول
 تعیین شد. LD50به عنوان  ساعت  48لیتر در زمان میکروگرم در میلی  45/ 95در ننیجه غلظت  ساعت مشاهده نشد. 72

 

100× 
 های تیمار شده با هر غلظت از متابولیت میانگین جذب نمونه

 درصد توانایی زیستی= 
 میانگین جذب نمونه تیمار نشده 
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 بر آپوپتوز و چرخه سلولي  رنگدانه اثر عصاره  

سلولی سرطانی تیمار شده و    ة برای رد   annexin-PIآزمون  

ه منظور تعیین نقش آن در  رنگدانه، ب تیمار نشده با عصاره  

انجام شد.   آپوپتوز  می القای  نشان  که شکل  دهد،  همانطور 

زنده سلول   درصد  ثانویه   ، های  آپوپتوز  اولیه،  و    آپوپتوز 

نکروز  سلول  سلول شده  های  )بدون    های در  کنترل  گروه 

  3/ 3و    0/ 65،  1/ 52،  94/ 5  ترتیب به   MDA-MB-468تیمار(  

آپوپتوز اولیه،    ، های زنده سلول   درصد در مقابل،  .  بود   درصد 

های گروه  سلول شده در  های نکروز  و سلول   آپوپتوز ثانویه 

بود.    درصد   7/ 7و    16/ 7،  27/ 7،  74/ 4ترتیب  تحت درمان به 

و   16و اولیه به ترتیب حدود  ز ثانویه درصد آپوپتو در نتیجه  

رد   درصد   26 افزایش    MDA-MB-468  سلولی   ة در 

است  معنی  داشته    (. c-a2  )شکل (  ****>0p/ 001) داری 

شده و  ن های تیمار  آنالیز چرخه سلولی برای سلول   همچنین 

  شان داد که ، ن .Haloarcula spپیگمان  تیمار شده با عصاره  

سلول   ترتیب به  فاز  درصد  در    Sهای  را  سلولی  چرخه 

  26/ 85به    درصد   34/ 22از    MDA-MB-468  های سلول 

  4/ 07  ز ا   G1-subفاز در    افزایش و  ( ****>0p/ 001)   درصد 

 یافت  کاهش    ( ****>0p/ 001)   درصد   13/ 51ه  ب 

 .( e-g3  )شکل 
 

 
 

های گروه کنترل )تیمار  ( نتایج بررسی میزان آپوپتوز در بین سلولMDA-MB-468 .aسلولی سرطانی  ةبر آپوپتوز رد A15( اثر رنگدانه سویه 2شکل 
دهنده نشان Q2های نکروز شده، دهنده درصد سلولنشان Q1ها،. در این نمودار-Annexin-Vو  +PIآمیزی شده با رنگ  ةهای تیمار شدنشده( و سلول
( مقایسه میزان درصد bهای زنده است. درصد سلول ةدهندنشان Q4های آپوپتوز اولیه و دهنده درصد سلولان نش Q3های آپوپتوز ثانویه، درصد سلول

آپوپتوز در بین گروه تحت درمان و   lateهای دارای ( مقایسه میزان درصد سلولcآپوپتوز در بین گروه تحت درمان و گروه کنترل.  earlyهای دارای سلول
 .باشدمی >001/0p ةدهندنشان ****گروه کنترل. علامت 

 

 
 

های گروه کنترل ( نتایج آنالیز چرخه سلولی در بین سلولMDA-MB-468 .eبر چرخه سلولی در رده سلولی سرطانی  A15( اثر رنگدانه سویه 3شکل 
( مقایسه درصد سلول های g .چرخه سلولی در بین گروه تحت درمان و گروه کنترل Sهای فاز ( مقایسه درصد سلولfهای تحت تیمار. )تیمار نشده( و سلول

 .باشدمی >0p/ 001 ةدهندنشان   ****چرخه سلولی در بین گروه تحت درمان و گروه کنترل. علامت  G1-subفاز 
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ژن ب  بيان  روش ررسي  از  استفاده  با   ها 
Real time PCR 

با آپوپتوز و چرخه سلولی بیان ژن  از جمله  ،  های مرتبط 

P53 ،P21  ،BAX   ،SOX2  ،CASP7  ،CASP9  ،

CASP3    رنگدانه با  تیمار  هنگام  قرار  در  بررسی  مورد 

  HPRTهای بیانِ نسبی، از ژن  گرفت. به منظور آنالیز داده 

شد به  استفاده  داخلی  کنترل  ژن .  عنوان    ، P53  ی ها بیان 

BAX  ،CASP7  ،CASP9 ،   با  ساعت تیمار    48پس از

  صورت معناداری به   لیتر میکروگرم در میلی   45/ 95غلظت  

و این افزایش بیان    افزایش پیدا کردند   نسبت به گروه کنترل 

معادل   ترتیب  بود    3/ 68و    4/ 07،  4/ 38،  4/ 71به  برابر 

مقابل، طبق آنالیزهای آماری، افزایش بیان    در  . ( 5)جدول  

معنادار    SOX2و کاهش بیان ژن    CASP3 ،  P21های  ژن 

 .( 4)شکل    نبودند 

 
 

   ***P53   (009 /0 =p )** ،BAX    (001 /0 =p )** ،  CASP7  (005 /0 =p )**  ،CASP9   (001 /0 =p )های  ( نتایج بررسی اثر رنگدانه بر بیان ژن 4شکل  
 ود. ش کنترل )بدون تیمار( که میزان بیان کنترل برابر یک در نظر گرفته می ، در مقایسه با گروه  MDA-MB-468سلولی سرطانی    ة در رد 

 

 هانژ( ميزان بيان نسبي و معناداری  5جدول 

 ( p-Valueمعناداری آماری ) ( Relative Expressionبيان نسبي ) هاژن 

HPRT 1  

P53 71/4 009/0p= ** 

BAX 38/4 001/0p= ** 

CASP7 07/4 005/0p= ** 

CASP9 68/3 
001/0p< *** 

 
 

 بحث 
های نمک  از میکروارگانیسم ایدر مطالعه حاضر سویه

، 12های مختلف  دوست بومی ایران انتخاب شد. غلظت 

  لیتر میکروگرم در میلی  600و    400،  200،  100،  50،  25

زمان  ةعصار در  بر    72،  48،  24های  رنگدانه  ساعت 

سلول  مانی  زنده  مورد    MDA-MB-468  هایمیزان 

رنگدانه   که  داد  نشان  اولیه  نتایج  گرفت.  قرار  ارزیابی 

ساعت، حتی    48پس از    15A  استخراج شده از سویه

توانایی زیستی رده سلولی سرطان  در غلظت  کم،  های 

 رنگدانه  50LD  دهد. سپس غلظت پستان را کاهش می

آرکی رده  15A  سویه  بر  پستان،  سرطان   سلولی 

(MDA-MB-468  )  به دست آمد. نتایج ما نشان داد که

لیتر رنگدانه این سویه  میگروگرم در میلی  45/ 95غلظت  

زمان   توانایی زیستی سلول  48در  های سرطان  ساعت 
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کاهش   پستان را تا حدود پنجاه درصد به طور معنادار

   .(*p>0/ 05دهد )می

نشدة   مهار  رشد  پستان  غیرطبیعی  سلولسرطان  های 

بافت  در  که  مجاری است  مانند  پستان  مختلف  های 

تولیدکنند انتقال بافت  شیر،  بافت    ةدهنده  در  یا  و  شیر 

های اخیر سرطان  در دهه(.  28)  دهدغیرغددی رخ می

از مهم انسانی  یکی  در جوامع  ومیر  عوامل مرگ  ترین 

های درمانی متعددی که برای  بوده است. با وجود روش

ان ارائه شده است همچنان بسیاری از بیماران مبتلا  سرط

به این بیماری شانس کمی برای بقا دارند و نیازمندی به 

احساس  درمان حوزه  این  در  همچنان  جدید  های 

بهمی که  فاکتورهایی  یافتن  بنابراین  ویژه  شود.  صورت 

تواند رویکرد های سرطانی را هدف قرار دهد میسلول

و    2007. از سال (29)  رطان باشدکارآمدی در درمان س 

پس از یک دهه توقف، استفاده از ترکیبات طبیعی در 

درمان سرطان از سر گرفته شد. ترکیبات طبیعی از منابع  

میکروارگانیسم و  جانوران  گیاهان،  مثل  به مختلفی  ها 

ها به دلیل چرخه زندگی  میکروارگانیسم  .آینددست می

ایی و محیط برای رشد  کوتاه و نیازمندی کم به مواد غذ

 های مهم برای دستیابی به ترکیبات طبیعییکی از گزینه

های نمک دوست گروهی  هستند. میکروارگانیسم(  30)

توانایی  از میکروارگانیسم های اکستریموفیل هستند که 

شود  زندگی در شرایطی با نمک بالا را دارند. گفته می

سخت شرایط  چنین  در  زندگی  برای  موجودات  ی  این 

موجودات  مولکول به  نسبت  متفاوتی  ترکیبات  و  ها 

می تولید  دوست  میغیرنمک  نظر  به  و  این  کنند  رسد 

توانند منبع مهمی در یافتن ترکیبات جدید ترکیبات می

 هایی نظیر سرطان باشند.  برای درمان بیماری

سال نقش  در  تعیین  برای  تحقیقات  برخی  اخیر  های 

زیستی  مولکول فعال  توسط    تولیدهای  شده 

در ها  از جمله رنگدانههای نمک دوست  میکروارگانیسم

انجام  سرطان  است.درمان  مطالعه   شده  آبس    در 

(Abbes)    ،همکاران عصاره  و  های  رنگدانه اثر 

Halobacterium halobium  ماندن  بر  زنده 

 HepG2م این  انسانی  گرفت.  قرار  بررسی  ورد 

دوست آرکیهای  سویه نمک  یک   های  از  هالوآرکئا 

جدا  تونس  در  خورشیدی  ت  معدن  نتایج  و  کید أشده 

عصاره  می غلظت  افزایش  که  این   رنگدانهکند 

توجهی    های نمک دوست به میزان قابلمیکروارگانیسم

زنده   میزان  کاهش  سلولی  باعث  رده   HepG2ماندن 

مطالعههمچنین   .(15)د  شو می و  (  Hou)  هو   در 

شده  های  رنگدانه   ،نهمکارا از  استخراج  حاصل 

Haloarchaea Halogeometricum limi    و

Haloplanus vescus strain RO5-8  فعالیت یک   ،

اکسیدانی قوی در مقایسه با بتا کاروتن نشان دادند. آنتی

عصاره این،  بر  سلولعلاوه  کاروتنوئیدی،  های  های 

HepG2    را در شرایط آزمایشگاهی و به شیوه وابسته به

   .(20کرد )مهار دوز 

شده   گزارشو همکاران، رضائیان  دیگری از ةدر مطالع

حمل کننده  شده از باکتری ت استخراج  پیگماناست که  

پساب    جدا  Kocuria sp. QWT-12نمک   از  شده 

های سلولی  توانایی زیستی رده،  کارخانه صنعتی در قم

گرم  میلی  1را با غلظت    MCF-7سرطان پستان انسانی  

میلی کاهش  در  درصد  پنجاه  تا  این دادلیتر  همچنین   .

انسا  پیگمان ریه  سرطان  سلولی  رده  زیستی  ن توانایی 

A549،    غلظت با  میلیمیلی  4را  در  پنجاه  گرم  تا  لیتر 

و همکاران،   (Neelamنیلام )  .(31)داد  درصد کاهش  

جداسا  باکتریایی    زیبه   دوست   نمکسویه 

Piscibacillus sp.   و فعالیت ضدسرطانی در برابر

پستان  سلولی   نتایج   د.پرداختن   سرطان  تکثیر  آزمایش 

نشان داد که عصاره حاصل از این سویه باعث کاهش  

سلول  ماندن  سرطان   MDA-MB-231  های زنده 
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 شد  أیید ت MTT شود که با استفاده از روش پستان می 

   . ( 21و با مطالعه ما همخوانی دارد ) 

فوقضدسرطان سویهپتانسیل    دهد مینشان    الذکرهای 

میکروارگانیسم زیستگاهکه  در  ساکن   نمکیهای  های 

طور خاص، یک منبع امیدوار کننده برای کشف مواد به

 .باشندمیدید زیست فعال ج

 دهند، یها نشان مطور که شکلهماندر مطالعه حاضر  

  ی هادر سلولثانویه  و    هیآپوپتوز اول  ی هاسلول  ت یجمع

، در استخراج شده  ةرنگدانشده با عصاره    ماریت  یسرطان

دهد ینشان م  جینتابه عبارت دیگر    بود.  درصد  44/ 4کل  

دارای  15Aیه  سو پیگمان  که   و    بودهی  اثر ضدسرطان، 

پستان  سرطان  های  سلولدرصد    50باعث مرگ حدود  

رنگدانه   بنابراین  د.ش  MDA-MB-468ی  در رده سلول

  ی راآپوپتوز  فعالیت  و  ر یضد تکث  تیفعال  ،استخراج شده

. همچنین  دهدینشان می مورد مطالعه  در سلول سرطان

می نشان  ما  که  نتایج   15A  رنگدانهعصاره  دهد 

Haloarcula sp. strain   این توانایی را دارد که درصد

فاز  سلول در  که  در    Sهایی  را  هستند  سلولی  چرخه 

بدین  رده این  دهد.  کاهش  پستان  سرطان  سلولی  های 

این رنگدانه از طریق مداخله در   معنی است که احتمالاً

بر توانایی   Sها در مرحله  چرخه سلولی و توقف سلول

 گذارد.ثیر میأان تهای سرطان پستزیستی و تکثیر سلول

استخراج شده رنگدانه  و همکاران  (  Hegazyهگازی )

  یی بالا  یاثر ضدسرطان،  Natrialba sp. M6 strainاز  

درصد در هر چهار   50از خود نشان داد و باعث مرگ  

سلول ، Caco-2  ،Hela  ،HepG2)ی  سرطان  یرده 

MCF-7)  دوزها از    یدر  در   کروگرمیم  39کمتر 

جمعهمچنین شد.  تریلیلیم در   آپوپتوز  سلولی  تی، 

، با رنگدانهتیمار  تحت    یسرطان انسان  یسلول  یهارده

گزارش شد که با تحقیق ما همخوانی    درصد   48از    شیب

 . (24)دارد 

 ،P53آپوپتوزی از جمله  های  بیان ژندر مرحله بعدی  

BAX  ،CASP7  ،CASP9  ،  با  ساعت تیمار    48پس از

میلی  45/ 95غلظت   در  صورت  میکروگرم  به  لیتر 

. این بدین معنی است که معناداری افزایش پیدا کردند

رسد این رنگدانه ممکن است از طریق  به نظر می  احتمالاً

ریزی شده سلولی، در رده سلولی مورد القای مرگ برنامه

سلول مانی  زنده  کاهش  بر  پستان  مطالعه  سرطان  های 

میأت فرض  دیگر  عبارت  به  بگذارد.  رنگدانه ثیر  شود 

سویه   از  شده  استخراج  توانایی    15Aقرمز  دارای 

سلول در  آپوپتوز  القای   سرطانی های  احتمالی 

MDA-MB-468ژن بالای  بیان  طریق  از  های ، 

 باشد. کاسپازی 

سازی فعال  تعیین درصد  ، و همکاران هگازی  مطالعه در  

7/3  caspase   سرطانی    های سلول   درCaco-2   تیمار 

توسط   با   شده   تیمار   و   نشده  شده  تولید  رنگدانه 
haloalkaliphilic archaeon Natrialba sp. M6 

 اثر  دارای   رنگدانه   این   شد. نتایچ نشان دادند که   انجام 

بر   از   ناشی   آپوپتوز    سلولی   های رده   روی   کاسپاز 

ما   مطالعه   مورد   انسان   سرطانی  مطالعه  با  که  بود 

 (.24) همخوانی داشت  

های رده  سلول،  همچنین در تحقیق مشتاقی و همکاران

MCF-7   های مختلف سیاه دانه تیمار شدند. با غلظت

ژن  Real time PCRنتایج   بیان  که  داد   نشان 

caspase 3    های  ثیر غلظت أساعت تحت ت  72در زمان

میلی  400و    200 بر  افزایش  میکروگرم  معناداری لیتر 

 (. 32) داشتند

نشان داد که رزوراترول که یک   رادنتایج مطالعه احمدی

ساعت موجب    24باشد، پس از  فلاوونویید گیاهی می

ژن بیان  و    DNMT-1و    APOBEC3Bهای  کاهش 

بیان   رده  TET-1افزایش  سلولی  در  و    MCF-7های 

MDA-MB-453 (. 33)شد 
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پژوهش     PCR  تحلیل  و  تجزیه،  همکاران  ونیلام  در 

که    داد  نشان(  RT-PCR)  معکوس  کریپتاز  ترانس

  منجر به مهار   .Piscibacillus spعصاره حاصل از  

  به  وابسته   2  کیناز  سلولی  چرخه  و نشانگر  Bcl-xL  بیان

 . (21) گردید( CDK2) سیکلین

بنابراین با توجه به نتایج تحقیق حاضر و سایر مطالعات  

رنگدانه عصاره  گرفته،  شده  های  صورت  تولید  طبیعی 

میکروارگانیسم و  گیاهان  دوست،  توسط  نمک  های 

های مختلف  دارای اثرات سیتوتوکسیک توسط مکانیسم

ریزی شده  مانند مهار چرخه سلولی و القاء مرگ برنامه

های سرطانی از طریق مسیر وابسته به  سلولی در سلول

P53  و یا مسیر غیروابسته بهP53 باشد.  می 

 

 گيرینتيجه 

در این مطالعه اثرات ضدسرطانی رنگدانه مشتق شده از 

آرکی نمک دوست مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان  

در   15A  Haloarcula sp. strain  آرکی داد موجود 

دارای  های  محیط ایران،  بومی  احتمالی    ت یفعالنمکی 

آپوپتوزی در  و  ریضد تکثسایتوتوکسیک و   رده   القای 

حاضر  با می  MDA-MB-468سلولی   پژوهش  شد. 

میکروارگانیسم احتمالی  را  پتانسیل  دوست  نمک  های 

از به پس  ضدسرطان  طبیعی  اولیه  و  خام  ماده  عنوان 

موفقیت  صورت  در  و  حیوانی  مدل  در  آمیز  مطالعات 

شود امکان  دهد. بنابراین فرض میبودن نتایج، نشان می

عنوان های بیشتر، بهمعرفی این ترکیب پس از پژوهش

ماده اولیه جدید با منشاء طبیعی در حوزه پزشکی یک  

 وجود دارد. 

 

 و قدرداني سپاس

از    مانهیصم  یقدردان را  آقای  خود  مسعود  جناب 

زباناز   ی شهباز   یدانشگاه خوارزم  یخارج   ی هاگروه 

می،  سیانگل   چکیده شیرایو   یبرا  ،تهران  .میداریابراز 

قم  اسلامی  آزاد  دانشگاه  اخلاق  کمیته  در  بررسی  این 

شماره به    IR.IAU.QOM.REC.  1400.  108  تحت 

پایان از  این تحقیق برگرفته  نامه  تصویب رسیده است. 

 باشد. دکتری تخصصی میکروبیولوژی می
 

 منافع  تضاد

  مقاله  سندگانینو   توسط  منافع  تعارض  گونهچیه

 . ت اس  نشده انیب
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Abstract 
Background: Halophilic microorganisms have the potential to produce new biomolecules, including  

anti-cancer compounds, for medical applications. The purpose of this study was to evaluate the anti-cancer 

properties of pigments extracted from native Iranian halophilic Archaeon.  

Materials and Methods: Pigment extract of Haloarcula sp. previously isolated and identified from  

Aran-Bidgol Lake was extracted. The effect of the extracted pigment on MDA-MB-468 breast cancer cell 

line was tested by MTT method and PI and FITC staining.  Cells with different concentrations of pigment 

extract were incubated for 24, 48 and 72 hours. Finally, the expression of apoptotic genes, including BAX, 

CASP3, CASP7, CASP9, P21, P53, and SOX2, was examined by Real-Time PCR. Statistical analyses of 

the data were performed using the t-test and Repeated-Measures ANOVA. 

Results: Compared to untreated cells, the pigment extract inhibited the viability of MDA-MB-468 cells 

significantly after 48 hours at a concentration of 45.95 μg/ml (p*<0.05). In addition, the total population of 

early and late apoptotic cells (44.4%) increased in the studied cell line, which was associated with a  

significant enhancement of the expression of the P53, BAX, CASP7, and CASP9 genes. 

Conclusion: Halophilic archaea can be considered a suitable source of natural pigments with anti-cancer 

activity and potential benefits in chemotherapy. 
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