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Background   Metastatic cancers, such as breast cancer, are generally resistant to chemotherapy. There-
fore, many studies try to find new and effective compounds to treat this type of cancer. In this study, we 
examined the silibinin toxic effect on tumor growth and proliferation of MCF-7 cell line.
Materials & Methods:  MTT assay was used to assess the inhibitory effect of silibinin on metabolic activ-
ity of MCF-7 cells. For this purpose, seeded cells were plated onto 96-well plates and then exposed to 
varying concentrations of silibinin (0-350 ug/mL) for different times (24, 48, and 72 h). The percentage 
of metabolic activity was calculated according to the MTT test.  In the next step, in order to evaluate the 
effect of silibinin on apoptosis in MCF-7 cells, Caspase 3/7 assay was used. 
Results : Our results indicated that silibinin inhibited metabolic activity of MCF-7cells in a dose-depen-
dent manner and it could induce apoptosis pathway in these cells.
Conclusion The study showed that treatment of MCF-7 cell line with silibinin can be through induction of 
apoptosis, inhibition of the growth and proliferation of the cells. Due to the significant inhibitory effect 
of silibinin on MCF-7 cells, it seems important for researchers to utilize milk thistle in the treatment and 
prevention of cancer.
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اهداف  سرطان های متاستاتیک مثل سرطان پستان، معمولاً به شیمی  درمانی مقاوم هستند؛ لذا یافتن ترکیبات مؤثر و جدید براي درمان این نوع 
سرطان ها مدّنظر محققان قرار دارد. در این پژوهش اثر سمي سیلیبینین بر رشد و تکثیر رده سرطاني MCF-7 بررسی شده است.

مواد و روش ها برای بررسی اثر مهاری سیلی بینین بر فعالیت متابولیکی سلول های MCF-7  آزمایش MTT  انجام شد. بدین منظور سلول ها  را در 
پلیت 96 خانه کشت کردیم، سپس در زمان های متفاوت 24 و 48 و 72 ساعت، درمعرض غلظت های مختلف سیلی بینین 0 تا 350 میکروگرم 
بر میلی لیتر قرار دادیم و به این ترتیب درصد فعالیت متابولیکی سلول ها را محاسبه کردیم. همچنین به منظور بررسی تأثیر سیلی بینین بر آپوپتوز 

آزمایش کاسپاز 3 و 7 را انجام دادیم.
یافته ها نتایج این تحقیق نشان داد سیلیبینین موجب مهار فعالیت متابولیکی رده سلولی MCF-7 به صورت وابسته به دُز و زمان می شود، 

همچنین آپوپتوز را در این سلول ها القا می کند.
نتیجه گیری این تحقیق نشان داد که تیمار رده سلولي MCF-7 با سیلیبینین مي تواند از طریق القای آپوپتوز، موجب مهار رشد و تکثیر آن شود. 
باتوجه به تأثیر مهاري معناداري که تیمار سلول ها با سیلیبینین به دنبال دارد، به نظر مي رسد زمینه تحقیقاتي مناسبي براي بهره برداري از گیاه 

خارمریم در کنترل و درمان سرطان ها وجود دارد. 

کلیدواژه ها: 
 ،MCF-7 رده سلولي

سیلیبینین، آپوپتوز
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مقدمه

سرطان پستان یکی از شایع ترین بیماری ها در سراسر جهان و 
به عنوان دومین علت مرگ ومیر ناشي از سرطان در زنان شناخته 
مي شود ]2 ،1[. شیوع این سرطان به حدي است که گفته می شود 
در برخی کشورهاي غربی از هر هفت زن، یک نفر در طول عمر 
خود به سرطان پستان دچار می شود. این مهم به ویژه در بانوان 

میان سال نگران کننده تر است ]4 ،3[. 

از عوامل اساسی بروز سرطان می توان به عوامل محیطی ازجمله 
غذایی  رژیم  و  نامناسب  زندگی  الگوي  استرس،  هوا،  آلودگی 
با ایجاد جهش و تغییرات ژنتیکی در  نامتعادل اشاره کرد که 
بدن، موجب بروز بدخیمی می شوند ]7-5[. ازطرف دیگر باوجود 
استفاده از راهکارهاي درمانی مانند جراحی و شیمی درمانی و 
که  بالاست  بیماران  در  مرگ ومیر  میزان  همچنان  رادیوتراپی 

همچنین  است.  درمانی  راهکارهاي  این  ناکارآمدي  نشانگر 
تأثیر مخرب شیمی درمانی و پرتودرمانی بر سلول هاي طبیعی 
درحال تقسیم نیز ازجمله معایب دیگر این نوع درمان ها محسوب 
می شود. مصرف مواد غذایی که خاصیت آنتی اکسیدانی دارند، در 
پیشگیري و کاهش ابتلا به سرطان ها نقش مؤثري دارد. باتوجه به 
 نکات ذکرشده، در سال هاي اخیر تمایل به استفاده از فراورده هاي 
گیاهی با خاصیت آنتی اکسیدانی روبه فزونی است. در این میان 
و  مناسب  کارایی  به علت  طبیعی  پلی فنول  آنتی اکسیدان های 
تأثیر جانبی کم، به عنوان یکی از مؤثرترین ترکیبات ضد سرطان 

شناسایی شده اند ]9 ،8[.

سیلیمارین یک فلاوونوئید پلی فنولیک است که از دانه های گیاه 
خارمریم استخراج می شود و حدود 90درصد از آن را ترکیبی به 
نام سیلی بینین تشکیل می دهد. سیلی بینین ناهماهنگی بین بقای 
سلول و آپوپتوز را از طریق دخالت در بیان ژن های دخیل در  چرخه 
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تکثیر  و  بررسی های مهار رشد  تنظیم می کند.  آپوپتوز،  و  سلولی 
سلول های سرطانی روی سیلی بینین مؤید نقش آن به عنوان ترکیبی 
ضد سرطانی است ]12-10[. نقش ضدسرطانی این ترکیب روی ریه 
]13[، تخمدان ]14[، گلیوبلاسـتوما ]15[، پروستات ]16[، مثانه 

]17[، کبد ]18[، پستان ]19[ و کلون ]20[ گزارش شده است.     

مواد و روش ها

کشت سلول

رده سلولی MCF-7 از بانک سلولی انستیتو  پاستور (تهران، 
ایران) تهیه شد. سلول ها در محیط کشت RPMI1640 (گیبکو)1   
همراه با 1درصد آنتی بیوتیک پنیسیلین استرپتومایسین (سیگما)2 
و 10درصد سرم جنین گاوی (گیبکو) کشت شدند و در انکوباتور 

37 درجه سانتی گراد و فشار 5درصد از CO2 رشد داده شدند.

تیمار سلول ها و سنجش تکثیرسلولی

ابتدا سلول های MCF-7، با غلظت هاي 50، 75، 100، 150، 200، 
250، 300 و 350 میکروگرم بر میلی لیتر از داروي سیلی بینین تیمار 
شدند، سپس به ترتیب پس از 24 و 48 و 72 ساعت بررسی شدند. 

سمي سیلیبینین  تأثیر  و  سلول  توان  حیاتي  اندازه گیري  برای 
استفاده   MTT آزمایش از   ،MCF-7 بر رشد و تکثیر رده سلولي
شد. آزمایش بدین صورت بود که ابتدا هفت هزار سلول در هریک 
از چاهک های پلیت 96 خانه کاشته شد. برای چسبیدن به کف 
زمان  آن ها  به  ساعت   24 70درصد،  تراکم  به  رسیدن  و  پلیت 
داده شد. سپس با غلظت هاي مذکور از سیلی بینین تیمار و پس 
با 100 میکرولیتر  از 24 و 48 و 72 ساعت، محیط هر چاهک 
محلول متیل تیازولتترازولیوم (MTT) تعویض و به مدت 4 ساعت 
میکرولیتر  در 100  حاصل  فورمازان  بلورهاي  سپس  شد.  انکوبه 

1. Gibco
2. Sigma

دي متیل سولفوکساید حل و جذب آن با دستگاه الیسا ریدر مدل پاور 
ویِو ایکس اس 2 ساخت شرکت بیوتکِ، در طول موج 570 نانومتر 
اندازه گیري شد (این آزمایش 3 مرتبه تکرار شد). براي محاسبه اثر 
توکسیسیتی داروي سیلی بینین روي بقای سلول هاي MCF-7 و 
بررسی میزان مرگ سلول هاي تیمارشده از فرمول زیر استفاده شد:

درصد توانایي حیاتی سلول ها = ×100ODexp
ODcont

در این فرمول ODexp و ODcont به  ترتیب بیانگر جذب نوري 
سلول هاي تیمارشده و سلول هاي تیمارنشده (کنترل) است. پس 
بازه  IC50 سلول ها در هر  نوری محلول ها  اندازه گیری جذب  از 

زمانی محاسبه شد.

سنجش فعالیت کاسپاز 3 و 7

در این مرحله از کیت کاسپاز 3 و 7 شرکت پرومگا3 استفاده 
فعالیت  اثر  در  ایجادشده  لومینسانس  میزان  کیت  این  شد. 
از  کاسپازها  مي کند.  اندازه گیري  را   7 و   3 کاسپاز  آنزیم هاي 
اساسي  نقشی  و  هستند  سیستئین آسپارتیک اسید  پروتئازهاي 
 7 و   3 کاسپاز  کیت  دارند.  پستانداران  سلول هاي  آپوپتوز  در 
 DEVD حاوي پروتئین آمینولوسیفرین متصل شده به تتراپپتید
(مانند آسپارتیک اسید، گلوتامین، والین، آسپارتیک اسید) است 
که به عنوان پیش ماده اختصاصي براي کاسپازهای 3 و 7 عمل 
مي کند. همچنین این کیت، بافری مناسب براي فعالیت کاسپاز 
و لوسیفراز دارد. افزودن این بافر به سلول ها منجربه تجزیه آن ها 
و جداشدن تتراپپتید از آمینولوسیفرین، در اثر فعالیت کاسپازها 
مي شود. به دنبال آن آمینولوسیفرین به عنوان پیش ماده لوسیفراز 
عمل می کند و این آنزیم باعث تجزیه آن می شود و لومینسانس 
تولید می کند. پرتو نوري تولیدشده با میزان فعالیت کاسپازهای 
تولیدشده در سلول هاي درحال آپوپتوز متناسب است و با دستگاه 

3. Promega

تصویر 1. مقایسه غلظت های متفاوت سیلی بینین در تکثیر و بقای سلول های MCF-7 در 
بازه های زمانی 24 و 48 و 72 ساعت. سلول هاي MCF-7 به تعداد هفت هزار سلول در هر 

چاهک کشت داده شدند. هر داده نشانگر میانگین و انحراف معیار حاصل سه تکرار است.
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لومینومتر در دامنه 400 تا 700 نانومتر آشکار می شود.

 برای این منظور سلول ها در فلاسک T-25 کاشته شدند و پس 
از 24 ساعت که تراکم آن ها به 70درصد رسید. براساس نتایج 
به دست آمده از آزمایش MTT، سلول ها با دُزهای 75، 100، 150 
و 200 میکروگرم بر میلی لیتر از سیلی بینین تیمار شده و سپس 
به مدت 48 ساعت درون انکوباتور قرار داده شدند. پس از طی این 
زمان با اضافه کردن بافرلیز سلولی به هر فلاسک، سلول ها به مدت ده 
دقیقـه به صورت سوسپانسیون در یخ انکوبـه و سانتریفوژ (1 دقیقه 
و g×10000) شدند. سپس پنج میکرولیتر از معرف با سوپرناتانت 
حاصل از سانتریفوژ، ادغام و پلیت در انکوباتور 37 درجه سانتیگراد 
به مدت دو ساعت انکوبه شد. شکست کروموفور توسط کاسپاز 3 
و 7، بیانگر فعالیت آنزیم است که با استفاده از دستگاه لومینومتر 
میزان نشر نور اندازه گیری شد. برای دقت بیشتر نتایج هر تیمار 

سلولی سه بار کشت داده و میزان جذب آن خوانده شد.

از نرم افزار گراف پاد (پریزم 6)4 براي تحلیل داده های حاصل 
از MTT و آزمایش کاسپاز 3 و 7 در دُزها و زمان هاي مختلف 
با  به دست آمده  مقادیر  شد.  بررسی  نتایج  معناداری  و  استفاده 

P<0/05 از نظر آماري معنادار بود.

یافته  ها

نتایج تأثیر سیلی بینین بر توان حیاتی سلول ها حاکي از آن 
و  بود که غلظت هاي 50، 75، 100، 150، 200، 250، 300 

4. Graphpad (prism 6)

برابر گروه کنترل سبب مهار  350 میکروگرم بر میلی لیتر در 
و  پایین سیلی بینین (50  رشد سلول ها شدند. در غلظت هاي 
75 میکروگرم بر میلی لیتر) کاهش معناداري در توان زیستي 
سلول ها مشاهده نشد. مقایسه داده ها در دُزهاي استفاده شده براي 
سیلی بینین در زمان هاي مختلف نشان داد که روند کاهش درصد 
توان زیستي سلول ها با افزایش غلظت و با گذشت زمان همراه 
است (تصویر شماره 1). همچنین برای هریک از زمان های 24 
و 48 و 72 ساعت دُزی از سیلی بینین محاسبه و تعیین شد که 
به واسطه آن 50درصد سلول ها زنده می مانند  (جدول شماره 1).

شکست پروتئولیتیک پروتئین هاي سلولی با ارزیابی فعالیت کاسپاز 
مشخص شد؛ به طوري که در بالاترین غلظت سیلی بینین استفاده شده 
در این مطالعه (200 میکروگرم بر میلی لیتر) طی 48 ساعت پس 
از تیمار، بیشترین فعالیت کاسـپاز 3 و 7 مشخص شد. پـس بـا 
افـزایش غلظت سیلی بینین، افزایش معناداری در فعالیت کاسپاز 
ایجاد شد که بیانگر افزایش فعالیت مولکول های پرو آپوپتوزی در برابر 

محرك هاي القایی آپوپتوز (سیلی بینین) است (تصویر شماره 2).

بحث

 MCF-7 در این پروژه نشان داده شد که تیمار رده سرطانی
با سیلیبینین مي تواند سبب مهار رشد سلول های MCF-7 شود.

یوسفی و همکاران (2014) در مطالعاتشان نشان دادند که 
 SKBR3 سرطانی  سلول هاي  تکثیر  مهار  موجب  سیلي بینین 
مي شود و با افزایش غلظت به کاررفته، اثر مهار آن نیز افزایش 

 MCF-7 بررسی اثر سایتوتوکسیک سیلي بینین بر رده سلولي

جدول 1. مقایسه IC50 سیلیبینین روي رده سلولي MCF-7 در فواصل زماني مختلف.

MCF-7

24 ساعت48 ساعت72 ساعت

82/26ug/ml118ug/ml182/7ug/ml

.(P<0/05) هریک از نقاط میانگین حاصل بیش از سه آزمون مستقل است

تصویر 2. بررسی فعالیت کاسپاز 3 و 7. با افزایش غلظت سیلی بینین، افزایش معنا داری در 
فعالیت کاسپازهای 3 و 7 در سلول های MCF-7 مشاهده شد. 
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مي یابد ]21[. ریحان اختر و همکاران (2014) نیز نشان دادند 
که سیلیبینین بر رده  سرطاني کولون HT-29 خواص ضدسرطاني 
دارد. همچنین سیلیبینین موجب مهار رشد سلول هاي سرطانی 
پروستات رده های BxPC-3 ، AsPC-1 و Panc-1 مي شود که با 

القاء آپپتوز همراه است ]22[.

نتایج حاصل  دیگران،  تحقیقات  از  نتایج حاصل  با  هم راستا 
از این پژوهش نشان مي دهد که سیلي بینین بر رده سرطانی 
 MTT اثر سمي وابسته به دُز و زمان دارد. باتوجه به نتایج MCF-7
سیلي بینین در غلظت هاي بیشتر از 75 میکروگرم بر میلی لیتر 
پس از 48 ساعت بر این رده سلولي اثر مهارکنندگي بر تکثیر 
سلولي دارد. همچنین مقایسه نتایج حاصل از آزمایش MTT و 
کاسپاز نشان داد که در غلظت های بالای سیلی بینین (بیش از 
75 میکروگرم بر میلی لیتر) که میزان فعالیت کاسپاز در آن ها 
زیاد است، در نتایج حاصل از آزمایش MTT در میزان زنده ماندن 
سلول ها کاهش معناداری مشاهده می شود. به نظر می رسد القای 
مرگ برنامه ریزی شده سلولی از مهم ترین  ساختارهای مؤثر در 
فعالیت ضدسرطانی سیلی بینین است که یافته های این بررسی 

آن را تأیید می کند.

درمجموع نتایج حاصل از پژوهش انجام شده مؤید خاصیت 
پروآپوپتوتیک سیلی بینین و اثربخشی این ترکیب گیاهی علیه 
رده  سرطانی MCF-7 است. باتوجه به اینکه این پژوهش صرفاً 
روی رده سرطانی MCF-7 انجام شده است، تأثیر این ترکیب 

روی سلول های طبیعی به بررسی بیشتری نیاز دارد.

تشکر و قدردانی

مقاله حاضر حامی مالی ندارد و  از پایان نامه کارشناسی ارشد 
خانم المیرا یزدی در رشته علوم سلولی و مولکولی در دانشکده 

زیست شناسی دانشگاه تهران برگرفته شده است.
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