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اثرات این ترکیبات است که  يتعدادي ترکیبات سیکلوتید يبنفشه حاو اهینشان داده اند که گ ریمطالعات اخ :مقدمه

آن  يها ونیالکلی بنفشه و فراکس -مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر عصاره آبی. کشندگی سلولی قوي ایجاد می کنند

  .بر تکثیر سلول هاي سرطان گردن رحم انجام شد

الکلی تهیه  - عصاره آبی ،سه رنگاز قسمت هاي هوایی بنفشه  ،%70و اتانول  با استفاده از دستگاه سوکسله :کارروش

 96سلول هاي مذکور در پلیت کشت . بوتانولی استخراج شد - سه فراکسیون آبی، اتیل استاتی و ان ،از این عصاره و

میکروگرم  800و  400، 200، 100، 0(ساعت در مجاورت غلظت هاي مختلف  24کشت داده شدند و به مدت  ،خانه

مورد  MTTبر اساس روش احیاء کثیر سلول ها سپس میزان ت. عصاره یا فراکسیون ها قرار گرفتند) در میلی لیتر

 .قرار گرفتزیه و تحلیل مورد تج آزمون واریانس یک طرفهاستفاده از با پس از گردآوري داده ها . ارزیابی قرار گرفت

 p میزان و میانگین بیان شد ±نتایج به صورت انحراف معیار . از آزمون توکی براي مقایسه هاي چند گانه استفاده شد

  .معنی دار در نظر گرفته شد 05/0کمتر از 

 باعث به ترتیب )میکروگرم در میلی لیتر 800در غلظت (بوتانولی آن  -الکلی و فراکسیون ان - عصاره آبی :هایافته

همچنین، . شددرصد  )p>01/0( 51 ± 7و ) p>01/0( 69 ± 5درصد به  100 ± 5کاهش درصد سلول هاي زنده از 

 3را به ترتیب به درصد سلول هاي زنده  ،میکروگرم در میلی لیتر از فراکسیون اتیل استاتی 800و  400غلظت هاي 

± 75 )05/0<p(  40 ± 3و )001/0<p (هیچ یک از غلظت هاي فراکسیون آبی قادر به تغییر . کاهش داد درصد

  .درصد سلول هاي زنده نبود

مـاده یـا مـواد    . گـردن رحـم دارد   سرطانالکلی بنفشه اثر مهاري قوي بر تکثیر سلول هاي  -عصاره آبی :گیرينتیجه

.بیشتر در فراکسیون اتیل استاتی این گیاه قرار دارند ،ثره مسئول این اثرؤم
  

  Hela، سلول سرطانرحم، بنفشه،  :کلمات کلیدي

  
  

  

  

    

                                               
.گیاهان دارویی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایرانمرکز تحقیقات فارماکولوژي ؛ احمد قربانیدکتر  :ول مکاتباتئنویسنده مس *

 ghorbania@mums.ac.ir :پست الکترونیک ؛0511-8002262 :تلفن
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  مقدمه

از شایع ترین علل مرگ و میر در جوامع یکی سرطان 

 ،بر اساس گزارش سازمان جهانی بهداشت وبشري است 

سراسر ها در و میردرصد از کل مرگ  13مسئول حدود 

سرطان گردن  ،در این میان. جهان محسوب می شود

 ها رحم ششمین سرطان شایع در بین همه انواع سرطان

در  سرطاناین . و دومین سرطان شایع در بین زنان است

). 1(هان شد هزار نفر در ج 275مرگ  باعث2008سال 

پیش آگهی  انداگرچه درمان هاي رایج کنونی توانسته 

، اما بسیاري از بخشندرا بهبود  سرطانمبتلایان به این 

این تومورها به اقدامات درمانی کنونی پاسخ نمی دهند 

بنابراین در مورد سرطان گردن رحم نیز همانند ). 2(

و با ثرتر ؤسایر سرطان ها، تلاش براي یافتن داروهاي م

  .عوارض جانبی کمتر ادامه دارد

گیاهان از دیرباز به عنوان منبع ارزشمندي براي پیدا 

امروزه با کشت . کردن داروهاي جدید محسوب می شوند

اثرات ضد  ،سلولی و یا استفاده از مدل هاي حیوانی

توموري بسیاري از گیاهان دارویی مورد آزمایش قرار 

است که اثرات ضد عقیده بر این ). 3- 7(گرفته است 

سرطانی گیاهان از طریق مهار آنزیم هاي محرك 

، تحریک تولید آنزیم DNAسرطان، کمک به ترمیم 

هاي ضد توموري در سلول، افزایش ایمنی بدن و القاء 

  ).4(اثرات آنتی اکسیدانی ایجاد می شود 

 Viola tricolorبا نام علمی سه رنگ گیاه بنفشه 

از گل هاي زینتی  1بنفشگان خانواده متعلق به گیاهان

تاکنون خواص دارویی زیادي  و ایران به شمار می رود

براي این گل گزارش شده است که از آن جمله می توان 

به اثرات ضد التهابی، ضد میکروبی، آنتی اکسیدانی، ادرار

همچنین، ). 8-13(کردآوري و خواب آوري اشاره 

فشه حاوي که گیاه بن اندمطالعات اخیر نشان داده 

است که اثرات کشندگی 2تعدادي ترکیبات سیکلوتیدي

سیکلوتیدها گروهی از ). 14(سلولی قوي ایجاد می کند 

 37-28ترکیبات سیکلوپپتیدي گیاهی هستند که بین 

مهار مانند  اسید آمینه دارند و قادرند اثرات گوناگونی

). 15، 14(کنندتکثیر سلولی و انقباض رحمی ایجاد 

                                               
1 Violaceae
2 Cyclotides

الکلی  -هدف بررسی اثر عصاره آبیاضر با حمطالعه 

3گردن رحم سرطانبنفشه بر تکثیر سلول هاي رده 

رده اي از سلول سرطانی انسانی است  Hela. انجام شد

و گردن رحم جدا شد سرطاناز  1951که در سال 

روي سلول هاي بر اکنون در بسیاري از مطالعات 

چنین در هم). 16(سرطانی مورد استفاده قرار می گیرد 

این مطالعه تلاش شد تا در بین سه فراکسیون اصلی این 

  .ثرترین فراکسیون مشخص شودؤعصاره، م
  

  روش کار

  تهیه عصاره و فراکسیون ها

گیاه بنفشه سه رنگ از پردیس دانشگاه فردوسی مشهد 

آن ) شاخه، برگ و گل(جمع آوري و قسمت هاي هوایی 

توسط پس از شناسایی گیاه . شدخشک و آسیاب 

متخصص گیاه شناسی، یک نمونه از آن در هرباریوم 

از پودر آسیاب . بایگانی شد) 12568(دانشکده داروسازي 

به و به روش سوکسله% 70شده گیاه با استفاده از اتانول 

 - عصاره آبی. شدساعت عصاره گیري انجام  48مدت 

دي الکلی حاصل بر روي بن ماري خشک و سپس در 

  .حل شدمتیل سولفوکساید

الکلی  -گرم از عصاره آبی 10، براي تهیه فراکسیون ها

و به قیف جدا کننده  ریختهدر آب مقطر را خشک شده 

سپس به ترتیب با اضافه کردن حلال هاي . منتقل شد

، مواد محلول در اتیل استات 5بوتانول-و ان 4اتیل استات

 - و سپس مواد محلول در ان) فراکسیون اتیل استاتی(

و باقی مواد  شدجدا ) بوتانولی -فراکسیون ان(بوتانول 

حذف پس از ). 17-19(فراکسیون آبی را تشکیل دادند 

کلرور فراکسیون ها، فراکسیون آبی در  کردن حلال

 - ی و انو فراکسیون هاي اتیل استاتدرصد  9/0سدیم 

  .حل شدند دي متیل سولفوکسایدبوتانولی در 

  کشت سلول ها و تیمار آنها

 Dulbeccosکشت در محیط Helaسلول هاي 

Modified Eagles Medium  درصد  10حاوي

پنی سیلین (سرم جنین گاوي و داراي آنتی بیوتیک 

                                               
3 Hela cells
4 Ethyl acetate
5 n-butanol
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 100واحد در میلی لیتر و استرپتومایسین  100

 37رون انکوباتور با دماي د) میکروگرم در میلی لیتر

نگهداري  دي اکسیدکربندرصد  5و درجه سانتیگراد 

پس از پر شدن بستر فلاسک از سلول ها، با . شدند

سلول ها از بستر جدا و به پلیت  ،استفاده از تریپسین

براي بررسی اثر گیاه بنفشه . خانه منتقل شدند 96کشت 

هاي بر تکثیر سلول ها، به محیط کشت آنها غلظت 

از عصاره و ) میکروگرم در میلی لیتر 0-800(مختلفی 

فراکسیون هاي مورد نظر اضافه شد و سلول ها به مدت 

وضعیت  سپس. انکوباتور قرار داده شدند ونساعت در 24

سلول ها از نظر شکل ظاهري، اتصال به بستر کشت و 

. دانه دار شدن با کمک میکروسکوپ معکوس ارزیابی شد

ره و فراکسیون ها به گونه اي انجام شد رقیق سازي عصا

در محیط کشت سلول  دي متیل سولفوکسایدتا درصد 

محیط کنترل  ،منظور از غلظت صفر. بیشتر نشود% 1از 

عصاره یا فراکسیون به اضافه کردن است که به جاي 

 9/0کلرور سدیم (حجم معادلی از حلال  کشت، محیط

  .ه استاضافه شد) دي متیل سولفوکسایدیا  درصد

  بررسی درصد سلول هاي زنده 

ساعت از مجاورت سلول ها با عصاره و  24گذشت  با

بر اساس روش فراکسیون ها، درصد سلول هاي زنده 

تعیین  MTT1به روش معروف  احیاء نمک تترازولیوم

با ( MTTمیکرولیتر از محلول  10به این منظور  .شد

به هر یک از خانه هاي ) میلیگرم در میلی لیتر 5غلظت 

ساعت درون انکوبه  2پلیت کشت اضافه و پلیت به مدت 

سپس محلول رویی برداشته شد و به هر . قرار داده شد

 دي متیل سولفوکسایدمیکرولیتر محلول  200چاهک 

میزان جذب نوري محلول رنگی درون هر . شداضافه 

براي اطمینان . نومتر ثبت شدنا 545خانه در طول موج 

از صحت داده ها آزمایش در سه نوبت و هر نوبت به 

زنده تیمار تعداد سلول هاي . صورت سه تایی انجام شد

درصد در نظر گرفته شد و درصد سلول  100نشده معادل 

  ).21، 20( شدهاي تیمار شده نسبت به آن تعیین 

 آماري نرم افزار با استفاده ازپس از گردآوري داده ها 

SPSS ) آزمون واریانس یک استفاده از با و ) 11نسخه

از آزمون توکی  .قرار گرفتزیه و تحلیل مورد تج طرفه

نتایج به صورت . براي مقایسه هاي چند گانه استفاده شد

کمتر از  p میزان و میانگین بیان شد ±انحراف معیار 

  .معنی دار در نظر گرفته شد 05/0
  

  

  یافته ها

  الکلی بر تکثیر سلول ها - اثر عصاره آبی

الکلی  - درصد بقاء سلول ها در همه غلظت هاي عصاره آبی

مقایسه با  میکروگرم در میلی لیتر در 800به جز در غلظت 

 )درصد 100± 5(سلول هاي گروه شاهد درصد زنده بودن 

  . )1شکل (نداشت معنی داري  تفاوتهیچ 
  

  
میانگین  ±مقادیر بر حسب انحراف معیار . گردن رحم سرطانسلول هاي رده الکلی بنفشه بر تکثیر  -عصاره آبی تأثیر -1شکل 

  .است p>01/0 بیانگر *علامت . شده است گزارش

  
١ 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-Diphenyl-
2H-tetrazolium bromide
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میکروگرم  800و  400، 200، 100در حضور غلظت هاي 

 ± 8 در میلی لیتر از عصاره، درصد بقاء سلول ها به ترتیب

  .بوددرصد ) p>01/0( 69 ± 5 و                                          88  ± 5، 85 ± 11  ،81

  سلول ها اثر فراکسیون آبی بر تکثیر

ثیر معنی داري بر أت ،مجاورت سلول ها با فراکسیون آبی

در مقایسه با سلول هاي . سرعت تکثیر سلول ها نداشت

، میزان سلول هاي زنده پس از )درصد 100 ± 5(کنترل 

 میکروگرم 800و  400، 200، 100مجاورت با غلظت هاي 

، 98 ± 7 شاملدر میلی لیتر از فراکسیون آبی به ترتیب 

  ).2شکل (بود درصد  91 ± 5و  84 ± 7، 80 ± 5
  

  
میانگین  ±مقادیر بر حسب انحراف معیار  .گردن رحم سرطانسلول هاي رده فراکسیون آبی بنفشه بر تکثیر  تأثیر -2شکل 

  .شده استگزارش 

  

  بوتانولی بر تکثیر سلول ها -اثر فراکسیون ان

درصد سلول هاي زنده پس از مجاورت با غلظت هاي 

میکروگرم در میلی لیتر از فراکسیون  400و  200، 100

 82 ± 10و  84 ± 7، 92 ± 3بوتانولی به ترتیب  - ان

 100 ± 5(که در مقایسه با سلول هاي کنترل  بود

  .)3شکل (نداشت تفاوت معنی داري ) درصد
  

  
 ±مقادیر بر حسب انحراف معیار  .گردن رحم سرطانسلول هاي رده بوتانولی بنفشه بر تکثیر  -فراکسیون ان تأثیر -3شکل 

  .است p>01/0 بیانگر *علامت . شده است گزارشمیانگین 
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میکروگرم در  800اثر این فراکسیون تنها در غلظت 

درصد سلول هاي  49میلی لیتر معنی دار بود و توانست 

  .برساند )p>01/0( درصد 51 ± 7 زنده را کاهش دهد و به

  اثر فراکسیون اتیل استاتی بر تکثیر سلول ها

ثیر فراکسیون اتیل استاتی بنفشه بر سرعت أت 4شکل 

  . تکثیر سلول ها را نشان می دهد
  

  
 ±مقادیر بر حسب انحراف معیار  .گردن رحم سرطانسلول هاي رده فراکسیون اتیل استاتی بنفشه بر تکثیر  تأثیر - 4شکل 

   .است p>001/0 بیانگر **لامت و ع p>05/0 بیانگر *علامت . شده است گزارشمیانگین 
  

همانگونه که مشاهده می شود درصد سلول هاي زنده 

میکروگرم در  200و  100پس از مجاورت با غلظت هاي 

که در  بود 82 ± 9، 98 ± 10میلی لیتر از این فراکسیون 

تفاوت ) درصد 100 ± 5(مقایسه با سلول هاي کنترل 

اما این فراکسیون قادر بود تکثیر . نداشتمعنی داري 

میکروگرم در میلی  800و  400سلولی را در غلظت هاي 

 75 ± 3درصد کاهش دهد و به  60و  25لیتر به ترتیب 

)05/0<p ( 40 ± 3و )001/0<p( مشاهدة شکل . برساند

سلول ها نیز حاکی از دانه دار شدن سیتوپلاسم، تغییر 

شکل از حالت دوکی به حالت دایره و کنده شدن سلول 

یید کننده أها از بستر کشت بود که همه این ویژگی ها ت

اثر سمی فراکسیون اتیل استاتی بر سلول هاي مورد نظر 

  ).5شکل (است 

  
؛ در محیط کنترلي کشت شده سلول ها :تصویر بالا. گردن رحم سرطانسلول هاي رده اثر فراکسیون اتیل استاتی بنفشه بر  - 5شکل 

برابر 100بزرگنمایی . اتیل استاتیمیکروگرم در میلی لیتر از فراکسیون  800در محیط حاوي ي کشت شده سلول ها :تصویر پایین
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  بحث

که گیاه  دادنتایج این مطالعه براي نخستین بار نشان 

بنفشه قادر است تکثیر سلول هاي رده سرطان گردن 

 800غلظت این اثر بنفشه در . کندرحم را مهار 

مشاهده الکلی  - عصاره آبی از میکروگرم در میلی لیتر

اما پس از آن که اثر . بالایی است شد که غلظت نسبتاً

روي ي مختلف تهیه شده از این عصارهفراکسیون ها

که  گردید، مشخص شدسلول هاي مذکور بررسی 

 400(در غلظت کمتر قادر است فراکسیون اتیل استاتی 

نیز تکثیر سلول هاي سرطانی ) میکروگرم در میلی لیتر

فراکسیون شدت اثر سمیت سلولی  ،علاوهه ب. را مهار کند

 -ان نوعدو فراکسیون دیگر یعنیاتیل استاتی بیشتر از 

  . آبی بود و نوعبوتانولی 

عصاره بسیار شبیه خود  بوتانولی-فراکسیون انثیر أت

 800(بود و فقط توانست در غلظت بالا  الکلی - آبی

اثر سیتوتوکسیک معنی داري ) میکروگرم در میلی لیتر

یون آبی حتی در فراکس ،دیگر طرفاز  .نشان دهد

. بالاترین غلظت نیز نتوانست تکثیر سلولی را کاهش دهد

در بین سه فراکسیون اصلی این عصاره، فراکسیون بنابراین 

می رسد  به نظربنابراین.ثرتر از بقیه بودؤاتیل استاتی م

گیاه الکلی  -عصاره آبیموجود در ثره ؤکه ماده یا مواد م

  .استاتی قرار دارندبیشتر در فراکسیون اتیل بنفشه 

 ،فراکسیون آبی گیاهان مطالعات نشان داده اند که معمولاً

؛ 3و تانن ها 2، آلکالوئیدها1حاوي موادي نظیر گلیکوزیدها

فراکسیون اتیل استاتی حاوي مواد با قطبیت کمتر نظیر 

بوتانولی حاوي ترکیباتی  -؛ و فراکسیون ان4فلاونوئیدها

آلکالن ها و برخی  نظیر سیکلوتیدها، استرول ها،

مقادیر زیادي  اخیراً). 22- 12،24(هستند5ترپنوئیدها

بنفشه  ، سیکلوتید و فلاونوئید در گیاه7، موسیلاژ6ساپونین

فلاونوئیدها . )25، 23، 9،10(بنفشه شناسایی شده است

ترکیبات پلی فنولی هستند که قادرند با مکانیسم هاي 

، مهار سلولیمرگ برنامه ریزي شده مختلف نظیر القاء 

                                               
1 Glycosides
2 Alkaloids
3 Tanin
4 Flavonoids
5 Terpenoids
6 Saponons
7 Mucilage

رشد سلولی، مهار فعالیت پروتئین کینازها و جلوگیري از 

). 26(کننداثرات ضد سرطانی ایجاد  ،تهاجم سلول ها

گوناگونفلاونوئیدهاي نشان داده اند که اخیر مطالعات

 ).10(داردوجود در گیاه بنفشه 9و کرستین 8روتینمانند 

بر روي که) 1991(دسچنر و همکاران در مطالعه  ).10(

مشخص ، گرفتانجام سرطان کولون موش هاي مبتلا به 

می تواند روتین و کرستینکه رژیم غنی شده با  شد

و از وسعت کردهی را مهار سلول هاي سرطان تکثیر

همچنین). 27(نواحی دیسپلازي در کولون بکاهد

که این رژیم  نشان داد)2000(یانگ و همکاران مطالعه

غذایی قادر است مرگ برنامه ریزي شده سلولی را در 

دچار نئوپلازي  10موش هایی که در اثر آزوکسی متان

نتایج ). 28(افزایش دهد  ،گسترده کولون شده اند

اثر ضد سرطانی دو فلاونوئید ات فوق در خصوصمطالع

نتایج مطالعه حاضربا  مهم یعنی روتین و کرستین

زیرا در بین فراکسیون هاي مورد  داشت،همخوانی

 Helaآزمایش بیشترین اثر مهاري بر تکثیر سلول هاي 

و همانطور که گفته  متعلق به فراکسیون اتیل استاتی بود

از .است نظیر فلاونوئیدها يموادفراکسیون حاوي شد این 

شد،منتشر  که نتایج آن اخیراًمطالعه ايدر سوي دیگر، 

سرعت نشان دادیم که فراکسیون اتیل استاتی بنفشه 

را مهار می کند که این نوروبلاستوما  تکثیر سلول هاي

در مورد حاضر مطالعهبا نتایج به دست آمده از  نتایج

رده سرطان گردن ثیر این فراکسیون بر سلول هاي أت

بررسی هاي دقیق روي ). 29(همخوانی داشترحم 

تعداد زیادي حاکی از وجودترکیبات موجود در بنفشه

سیکلوتیدها پروتئین .استگیاه  در اینسیکلوتیدي  مواد

هاي گیاهی کوچکی هستند که در گیاهان مختلف وجود 

اثرات سمیت سلولی دارند و در مورد تعدادي از آنها 

تانگ و همکاران در مطالعه). 12،25(گزارش شده است

 - فراکسیون انز ، اانجام شد روي گیاه بنفشهکه ) 2010(

 توانستندمجزا شدند کهی یسیکلوتیدهاآن بوتانولی 

پروستات، گلیوبلاستوماي انسانی و تکثیر سلول سرطانی 

یید أت مطالعهاین ). 12(را مهار کنند کارسینوماي کبدي 

میکروگرم در میلی لیتر از  800کننده اثر مهاري غلظت 

                                               
8 Rutin
9 Quercetin
10 Azoxymethane
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هاي بوتانولی بنفشه بر تکثیر سلول  -فراکسیون ان

Helaبنابراین در مجموع می توان گفت که . است

ترکیباتی از بنفشه که حلالیت آنها در آب ناچیز است 

قادرند در محیط  ،)نظیر فلاونوئیدها و سیکلوتیدها(

گردن  سرطانتکثیر سلول هاي سرطانی رده  ،کشت

با جداسازي و تلخیص این مواد و نیز . کنندرا مهار رحم 

تکمیلی می توان از آنها براي ساخت انجام مطالعات 

ثرتر و با عوارض جانبی کمتر ؤداروهاي ضد سرطان م

  .کرداستفاده 
  

  نتیجه گیري

الکلی بنفشه اثر مهاري بر تکثیر سلول  - عصاره آبی

ثره ؤماده یا مواد م. گردن رحم دارد سرطانهاي 

مسئول این اثر بیشتر در فراکسیون اتیل استاتی این 

بوتانولی آن قرار  -حدي در فراکسیون انگیاه و تا 

  .دارند
  

  تشکر و قدردانی

و  910331این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی شماره 

نتایج پیش مطالعه مربوط به پایان نامه آقاي تقی قربانی 

پژوهشی محترممعاونتازبدینوسیله. می باشدحصاري 

این طرح را  حمایت مالیکه پزشکی مشهد علومدانشگاه

  .قدردانی می شودعهده داشتند، تشکر وبر 
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