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 مقدمه. 1

درحال  ،طبق آمار منتشرشده از سوی وزارت بهداشت و درمان
ترین سرطان در میان زنان کشور حاضر سرطان پستان شایع

است  شنده بعد از سرطان ریهدومین سرطان ک  رود و شمار میبه
هر هشت زن ایرانی،  آمده، ازدستبهتحقیقات براساس نتایج  [.0]

چهارم ابتلا به سرطان پستان را داراست و حدود یک احتمال یک نفر
شود می سرطان این نوع های زنان در کشور مربوط بهکل سرطان

 هایسلول از را هاآن که سرطانی هایسلول هایویژگی از .[0]
 اورنیتین آنزیم میزان افزایش کند،بدن متمایز می طبیعی

 متابولیسم در مهمی بسیار اثر است که (ODC1دکربوکسیلاز )
 اولین در ODC آنزیم. [1دارد ] سرطانی هایسلول در هاآمینپلی

 DNA سنتز و سلول رشد در و دارد نقش هاآمینپلی سنتز مرحلة
 شود؛می یسلول باعث آپوپتوز آنزیم این نبود تأثیرگذار است.بسیار 
 غیرعادی صورتبه آنزیم این فعالیت سرطانی هایسلول در ولی

 22/22/1931تاریخ دریافت:  

 91/22/1931پذیرش: تاریخ 

 ها:کلیدواژه
 ریواس، ضدسرطان،

سایتوتوکسیک، اورنیتین 
 .دکربوکسیلاز

 

 چکیده
 

 ممیزان آنزی افزایش کند،می بدن متمایز طبیعی هایسلول را از هاآن که سرطانی هایسلول هایویژگی از زمینه 
 در. دارد سرطانی هایسلول در هاآمینپلی متابولیسم در مهمی بسیار اثر است که (ODC1دکربوکسیلاز ) اورنیتین

-MCFهای سرطانی ردة های آبی، اتانولی و ان هگزانی گیاه ریواس بر سلولسمیت سلولی عصارهاین پژوهش، اثرات 

، های درگیر در سرطان پستانعنوان یکی از ژنبررسی شد. همچنین میزان بیان ژن اورنیتین دکربوکسیلاز، به 7
 .تحت تأثیر عصارة این گیاه مطالعه شد

های کشت شدند. سپس تحت تیمار غلظت DMEMمحیط  در MCF- 7های سرطان پستان ردةسلول روش کار
لیتر قرار گرفتند. فعالیت سایتوتوکسیک عصاره با استفاده از میکروگرم در میلی 011افزایشی عصاره از صفر تا 

 .صورت پذیرفتReal Time-PC با استفاده از تکنیک  ODC1بررسی شد. آنالیز کمّی بیان ژن  MTTسنجش 
ومیر داری افزایش یافت و افزایش فراوانی در مرگطور معناها بهافزایش غلظت، تأثیر عصاره بر سلولبا  هایافته
ساعت مشاهده گردید. تغییرات بیان  70ها دیده شد. در هر سه عصارة ریواس، بیشترین سمیت سلولی در سلول
، نشانگر کاهش بیان ژن با افزایش های مختلف عصارة ریواستیمارشده با غلظت MCF-7در لاین سلولی  ODC1ژن 

 .هاستغلظت عصاره
های سرطانی پستان انسان اثر در سلول ODC1بیان ژن  دهد عصارة گیاه ریواس برنتایج نشان می گیرینتیجه
 .شودهای سرطانی میای دارد و باعث مهار رشد سلولبالقوه
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 در زیمآن این عملکرد از مختلفی نتایج تاکنون یابد.می افزایش
 آن شنق نشانگر همگی تقریباً که آمده دستبه پستان سرطان

 مولکولی تنظیمات خوردن همبه. [5است ] سرطان پیشرفت در
 حد زا بیش بیان و بیان الگوهای در تغییر باعث آنزیم این ژن
 که است داده نشان مطالعات. شودمی سرطانی هایسلول در آن

 رشد کاهش سبب  آنزیم این فعالیت و میزان در کاهش
 فعالیت کاهش جهت. [5شود ]می سرطانی هایسلول
 دشومی استفاده شیمیایی متعدد داروهای سرطانی، هایسلول
. متعددی هستند جانبی عوارض دارای و نبوده کارا معمولاً  که

 ویژهبه ها،سرطان درمان جهت دارویی از عصارة گیاهان استفاده
 ،سنتتیک داروهای جانبی اثرات کاهش برعلاوه پستان، سرطان

   .باشد مبتلا ارزان برای بیماران و دردسترس منبع تواندمی

گوناسه است که در از گیاهان دارویی خانوادة پلی 0ریواس
ایران و کشورهای اطراف همچون ترکیه، پاکستان و هند رویش 
دارد. مطالعات متعددی درمورد فعالیت بیولوژیکی عصارة این 

های این گیاه خواص [. برای عصاره1ـ9گیاه انجام شده است ]
[ گزارش شده است. 01اکسیدانی ][ و آنتی6باکتریایی ]آنتی
ای دربارة اثرات ضدتکثیری و های پراکندهعلاوه پژوهشبه

عة توان به مطالضدسرطانی این گیاه صورت گرفته است که می
[ اشاره کرد که اثر سمیت سلولی عصارة 00تارتیک و همکاران ]

بررسی کردند. همچنین  PC3های اتانولی این گیاه را بر سلول
[ اثر آپوپتیک 00بیگ و همکاران ]ای دیگر اسماعیلعهدر مطال

های گیاه دیگر را بر رده 6همراه عصارة متانولی این گیاه به
 ارزیابی کردند.    K562و  HeLa ،Fenسلولی 

با توجه به اثرات دارویی ذکرشده برای گیاه ریواس، در این 
پژوهش سعی براین است تا اثرات سمیت سلولی عصارة ریواس 

بررسی شود. همچنین میزان بیان ژن  MCF-7بر ردة سرطانی 
های درگیر در عنوان یکی از ژناورنیتین دکربوکسیلاز، به

    . شودسرطان پستان، تحت تأثیر عصارة این گیاه مطالعه می

 هامواد و روش. 2

  . تهیة عصارة گیاهی2.1

ور نیشــابگیاه ریواس از ارتفاعات منطقة بینالود در شــهرســتان 
تهیه شـد. عصـارة این گیاه به کمک دســتگاه سوکسله در سه 
حلال مختلف شامل اتانول، ان هگزان و آب مقطر تهیه گردید. 

 ادهاستف با آسیاب شد؛ در ادامه پودر و سپس ریواس ساقة ابتدا
انجام شد. پس  گیریعصاره ساعت 5 مدت به سوکسله روش از

های ی حذف شدند و عصارهها توسط دستگاه روتاراز آن، حلال

                                                                                                                                                                                                 
1. rheum Ribes 

، 01های صفر، شده در دمای اتاق خشک شدند. از غلظتغلیظ
ها در این لیتر عصــارهمیکروگرم در میلی 011و  011، 51، 01

ــفر، آب مقطر دیونیزه  ــتفاده گردید. برای غلظت ص پژوهش اس
 کار گرفته شد.  به

  . کشت سلولی 2.2

استفاده  MCF-7ان در این پژوهش، از ردة سلولی سرطان پست
از پژوهشــکدة بوعلی دانشــگاه علوم  MCF-7های شــد. ســلول

 محیط  ها ازبرای کشــت ســلول پزشــکی مشــهد تهیه گردید.

DMEM01همراه به% FBS  .سـرم جنین گاوی( استفاده شد(
ــلول ــک س ــانتی 05ها در فلاس درجه  17متر مربع در دمای س
رطوبت کشــت داده  %65اکســیدکربن و دی %5گراد با ســانتی
 شدند.  

   . سنجش سمیت سلولی2.9

ـــلول و فعــالیــت  هــای زنــدهبرای تعیین درصــــد فراوانی س
استفاده شد.  MTTسـایتوتوکسیسیتی عصاره از روش سنجش 

های تیمارشده ای حاوی ســلولخانه69های بدین منظور پلیت
ـــ ازولیت لیمت ی)دهمراه با رنگ   ومیتترازول لیفن دی 5 و 0ـ

ساعت،  5ساعت انکوبه شدند. بعد از گذشت  5به مدت  (دیبرما
ـــتال ـــد. کریس رنگ های نامحلول آبیمایع رویی دور ریخته ش

ـــد و در  DMSOمیکرولیتر محلول  011فورمـازان در  حل ش
ــتگاه الایزا ریدر ) ( در Awareness, Palm City, FL, USAدس

ای رمورد ارزیابی قرار گرفت. این تست بنانومتر  551 طول موج
های منظور تعیین درصــد ســلولبار تکرار شــد. به 1هر غلظت 

های های نوری سلولزنده در هر غلظت عصـاره، میانگین جذب
های تیمارشــده با غلظت مورد نظر از عصــاره بر میانگین جذب

تقسیم و درنهایت عدد حاصل در  DMSOنوری محلول معادل 
لی، با ضـرب شـد. غلظت مرثر عصــارة دارای سمیت سلو 011

دهندة غلظتی است که گزارش شد که نشان 50ICنام کمیتی به
ــلول ــبة در آن نیمی از س ــتند. برای محاس از  50ICها زنده هس

 استفاده شد.  Prism5.0افزار نرم

   ODC1 بیان نسبی ژنگیری . اندازه2.2

ــلول ــت س ــندة ها، غلظتبدین منظور پس از کش های غیرک ش
ها به تکرار افزوده شــد و ســلول 1در  های اتانولی و آبیعصــاره
سـاعت درون انکوباتور قرار داده شدند و سپس جهت  51مدت 

مورد اسـتفاده قرار گرفتند و پس از آن سنتز  RNAاسـتخراج 
cDNA .صورت پذیرفت 
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 Real Time SYBERروش به ODC1 بررسی  کمیّ بیان ژن  

Green PCR  با استفاده از دستگاهABI Step-One (Applied 

Biosystems)  ـــد. جهت طراحی آغازگرهای ویژة ژن انجـام ش
ـــیلـاز )  mRNAوط به ( از توالی مربODC1اورنیتین دکربوکس

ــد که در پایگاه اطلاعاتی  ــمارة  NCBIاین ژن اســتفاده ش با ش
ــی  ــترس ــنتز آغازگرهای  NM-002539.2دس ــت. س موجود اس

توسط شرکت ندای  Oligo 7.5افزار وسـیلة نرمشـده بهطراحی
      (.0فن راه انجام شد )جدول 

 ACTBو  ODC1های شده برای ژنخصوصیات پرایمرهای طراحی. 1جدول 
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 نام آغازگر

 

1 0 011 51 11/56 00 GTGGGTGATTGGATGCTCTTTG ODC1-FW 

0 5 51 11/56 00 ACCAGGCTAACTACTCGCTCAA ODC1-RV 

5 9 055 55 17/59 01 TCCATCATGAAGTGTGACGT ACT-FW 

5 1 19/19 10/55 00 GAGCAATGATCTTGATCTTCAT ACT-RV 

شده ساخته cDNA از، qRT-PCRهای برای انجام واکنش
ها شده برای ژنعنوان الگو با پرایمرهای اختصاصی طراحیبه

. کار رفتبهاستفاده شد. برای کنترل داخلی ژن بتا اکتین 
 SYBER Green PCR میکرولیتر 01مخلوط واکنش شامل 

Master Mix (ABI) ،5/1  میکرولیترForward primer، 
 1و  H2O میکرولیتر Reverse primer ،0/9میکرولیتر  5/1

است. شرایط چرخة دمایی و زمانی شامل cDNA میکرولیتر 
دقیقه،  01گراد به مدت درجه سانتی 65دمای واسرشتگی اولیه 

گراد درجه سانتی 65چرخه، دمای واسرشتگی  51سپس برای 
ثانیه و در انتها اتصال پرایمر و طویل شدن در دمای  05به مدت 

ثانیه انجام شد. با استفاده از  91گراد به مدت درجه سانتی 91
 time PCR-Realهای حاصل از دستگاه داده TCΔΔ روش

 آنالیز شد. 

 . آنالیزآماری2.8

های مربوط به اثرات سمیت سلولی از برای تجزیة واریانس داده 
مربوط به  هایCtاستفاده شد.  0/6نسخة  SASافزار نرم

 Real-time PCRدستگاه  افزارنرماز  qRT-PCRواکنش 

استخراج شد و پس از محاسبة پارامترهای مربوط، آنالیزهای 
 Excel افزارنرمآماری صورت گرفت.  برای رسم نمودارها از 

 استفاده شد.

 . نتایج9

 های ریواس . بررسی سمیت سلولی عصاره9.1

های  نتایج حاکی از آن است که عصارة ریواس با غلظت
نتایج سمیت سلولی  کاررفته دارای اثرات سمیت سلولی است.به

اتانولی با افزایش غلظت و افزایش  نشان داد عصارة ان هگزان و
بیشتری از عصارة آبی را نمایان ساخت زمان، سمیت سلولی 

 (.0)شکل 
های های این گیاه دارای اثر سمیت سلولی مرثر بر سلولعصاره

 %51ها که باعث کاهش بیش از سرطانی بوده و غلظتی از عصاره
درنظر گرفته شد  50ICعنوان  شوند، بهها میمیزان بقای سلول

 (.0)جدول 

 

 MCF-7های مختلف ریواس در ردة سلولی لیتر برای عصارهبرحسب میکروگرم در میلی 50ICمقادیر . 2 جدول

 ساعت 12  ساعت  25 ساعت 22 نوع عصاره

 9/05 61 011< اتانولی

 16/6 11/79 017 هگزان

 1/07 1/011 011< آبی
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 MCF-7های ردة سلولی مانی سلولعصارة ریواس بر درصد زنده های مختلفاثر غلظت  .1شکل 

 بار تکرار در هر غلظت هستند. 9ها میانگین داده
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 ODC1. اثر عصارة ریواس بر میزان بیان نسبی ژن 9.2

 -qRT( حاصل از واکنش 0نمودارهای منحنی ذوب )شکل 

PCR های دهندة وجود یک پیک و عدم حضور پیکنشان

اضافی بیانگر تکثیر اختصاصی قطعات مورد نظر و نمودار بازده 
 است.  PCRمناسب واکنش 

 

 

 ODC1 و ACTB هایژن برای Real-Time PCR محصولات ذوب منحنی .2 شکل

 درجه 10 حدود ACTB ژن برای هانمونه تمام ذوب نقطة
گراد است سانتی درجه 76 حدود ODC1 ژن برای گراد وسانتی

 .کندرا آشکار می نظر مورد هایژن اختصاصی که تکثیر
تیمارشده با  MCF-7در لاین سلولی  ODC1تغییرات بیان ژن 

های مختلف عصارة ریواس نسبت به شاهد نشانگر کاهش غلظت

هاست. عصارة اتانولی در مقایسه بیان ژن با افزایش غلظت عصاره
طوری داشت؛ به ODC1با عصارة آبی تأثیر بیشتری بر بیان ژن 

میکروگرم در میلی لیتر عصارة اتانولی سبب  51که در غلظت 
برابری 9/0آبی باعث کاهش تنها  برابری و عصارة5/0کاهش 

 (.1شد )شکل  ODC1میزان بیان ژن 

 

 های مختلف عصارة ریواسدر ردة سلولی تیمارشده با غلظت ODC1. مقایسة تغییرات بیان ژن 9شکل 

 اختلاف نشانة غیرمشترك حروف و تکرار 1 حاصل هامیانگین
-نشان بارها. است دانکن آزمون براساس %5سطح  در دارمعنا

 استاندارد هستند. خطای دهندة

 گیریبحث و نتیجه .2

 هایآمده در پژوهش حاضر مشخص کرد که عصارهدستنتایج به
دارای اثر MCF-7 های سرطان پستان ردة سلول ریواس بر

زمان هستند. مطالعات روش وابسته به دوز و سمیت سلولی به
یاه های گمتعدد دیگر به فعالیت زیستی و ضدتکثیری عصاره

و همکاران  در پژوهش تارتیک اند؛ برای مثالریواس پرداخته
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[ بررسی فعالیت بیولوژیکی عصارة اتانولی ریشة گیاه ریواس 00]
-نشان داد که سلول HUVECو  PC3های سرطانی در سلول

رل های کنتوز و زمان در مقایسه با سلولصورت وابسته به دها به
یابد. ها کاهش میگیرد و پایداری آنتحت تأثیر قرار می

[ که سمیت و خواص 01مطالعة شیزاده و همکاران ]همچنین 
هگزان و آب گونه دیگری از  استات، انهای اتیل آپوپتوز عصاره
های ( را روی سلولRheum turkestanicumاین گیاه )
خون بررسی کردند، های لنفوسیت و MCF-7 ،Helaسرطانی 

هگزان و اتیل استات در دوز و زمان نشان داد که عصارة ان 
ه علاوشود. بههای سرطانی بدخیم میباعث کاهش سلول مناسب

 اتیل ریشة که عصارة داد [ نشان05و همکاران ] یوار تحقیقات

 به توجه اکسیدان است. باآنتی خواص دارایریواس  استات

 ضدسرطان اکسیدان وآنتی عنوانتواند بهنتایج، ریواس می
   گرفته شود. درنظر

 هگزانشده در این تحقیق، عصارة ان از بین سه عصارة بررسی
بیشترین اثر سمیت سلولی را نشان داد. با توجه به قطبیت پایین 

های با قطبیت کم را دارد که هگزان توانایی استخراج مولکولان 
کند و سمیت سلولی ها عبور میمعمولاً بهتر از غشای سلول

 [. 09بیشتری دارد ]
 ( اثرODCدکربوکسیلاز ) اورنیتین آنزیم میزان افزایش    

 سرطانی هایسلول در هاآمینپلی متابولیسم در مهمی بسیار
ای ههای فراگیری هستند که در سلولمولکولها آمینپلی. دارد

 تمایز و بقا رشد، در هاآمینپلی .شوندپیدا میها یوکاریوت

 و هاآن ییاشناس نابراین[. ب07] دارند اساسی نقش سلول
خواهد  مهم سلول بیولوژی شناخت در سنتزشان مسیرهای

شناخته  سلول رشد کنترل برای مناسبی هدف نهایتدر و بود
 اورنیتین آنزیم که است داده نشان مختلفی مطالعات .شودمی

 قرار درمانیشیمی برای یمناسب هدف تواندمی دکربوکسیلاز
 فعالیت و میزان در شده، کاهشبراساس تحقیقات انجام .گیرد
[. 01شود ]می سرطانی هایسلول رشد کاهش باعث آنزیم این

امروزه  در تحقیقات ضدسرطان استفاده از ترکیبات با منشأ 
بوده؛ ضمن اینکه کاهش های گیاهی مورد توجه گیاهی یا عصاره

ها و اورنیتین دکربوکسیلاز بیشتر در معرض توجه قرار آمینپلی
 mRNA[ میزان 06پژوهش گریمینجر و همکاران ] دارد. در

های سرطانی و غیرسرطانی ریه مقایسه و در بافت ODC1ژن 
های سرطانی این ژن در بافت mRNAمشخص شد میزان 

های غیرسرطانی است. در طور چشمگیری بیشتر از بافتبه
[ استفاده از عصارة گیاه ختمی 01تحقیق شارما و همکاران ]

در بافت سرطانی موش از پیشرفت سرطان جلوگیری  0چینی
کرد و میزان فعالیت آنزیم اورنیتین دکربوکسیلاز در مقایسه با 
گروه کنترل کاهش یافت. در پژوهشی دیگر، عصارة میوة انگور 

-MDAهای به سرطان سینه )که سلولهای مبتلا به موش

MB-231 ود( ها ترنسپلنت شده بانسانی نیز به بافت سینة آن
روز خورانده شد. پس از آن میزان بیان چندین ژن  11به مدت 
برابری 19/1گیری شد. نتایج کاهش اندازه ODC1ازجمله 

های تیمارشده در مقایسه با گروه کنترل بیان این ژن را در موش
 [.00اد ]نشان د

ین ها، از بدر این پژوهش، با بررسی نتایج سمیت سلولی عصاره
سه عصارة مورد مطالعه دو عصارة آبی و اتانولی که سمیت 

ه کار گرفتسلولی متعادلی داشتند، برای مطالعة بیان ژن به
استفاده شد. نتایج   50ICهای کمتر از شدند. همچنین از غلظت

های این گیاه سبب کاهش بیان این ژن، در نشان داد که عصاره
اند. روش وابسته به دوز و زمان شدههای سرطانی، بهسلول

کاهش بیان ژن اورنیتین دکربوکسیلاز و درنتیجه پایین آمدن 
یر های سرطانی تأثتواند بر تکثیر سلولها میآمینغلظت پلی

در  MCF-7های مانی سلولکاهش درصد زندهبگذارد و عامل 
 این تحقیق باشد.

گیری این پژوهش باید گفت در گیاه ریواس، ترکیباتی در نتیجه
ین ترهست که خاصیت ضدسرطانی دارد و ترکیبات فنلی مهم

توان این ترکیبات را استخراج ها میهاست. با استفاده از حلالآن
دهندة نشان مشاهده شد،کرد. سمیت سلولی که در این پژوهش 

شناخت وجود مواد ضدسرطانی در ترکیبات ریواس است. 
مکانیسم دقیق این ترکیبات نیازمند مطالعات بیشتر است؛ اما 

توان اثر در این مطالعه، می ODC1با توجه به کاهش بیان ژن 
 ضدسرطانی ترکیبات گیاه ریواس را از طریق آن توجیه کرد.
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Abstract 
Background The characteristics of cancer cells that differentiate them 

from normal cells can be attributed to the increase of the ornithine 

decarboxylase enzyme (ODC), which has a very important role in the 

metabolism of polyamines in cancer cells. In this research, we tried to 

study the effects of cytotoxicity of Rhubarb extract on three different 

solvents distilled water, ethanol and n-hexane on MCF-7 cell lines. Also, 

the rate of expression of the ODC1 gene as one of the genes involved in 

breast cancer was studied under the influence of the extract of this plant. 

Materials & Methods MCF-7 breast cancer cells were cultured in 

DMEM medium. Subsequently, they were subjected to increasing 

concentrations of extract from 0-200 μg/mL. The cytotoxic activity of 

the extract was investigated using MTT assay. The quantitative analysis 

of the ODC1 gene was performed using the Real Time-PCR. 
Results Cell line mortality increases significantly in a concentration-

dependent manner. In the rhubarb extracts, the most cytotoxicity was 

observed in 72 hours. Changes in ODC1 gene expression in MCF-7 cell 

lines treated with different concentrations of rhubarb extract indicate a 

decrease in gene expression with increasing concentrations of extracts. 

Conclusion The results of this study indicate that Rhubarb extract has a 

potential influence on ODC1 gene expression in breast cancer cells and 

cause inhibition of cancer cell proliferation.  
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