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Abstract 

Introduction: Hesperidin, a flavonoid found in the citrus family, has been evaluated 

for its anti-cancer effects on various cell lines, including KYSE30, PC12, SW48, 

and DU14. 

Materials and Methods: The cells were treated with various concentrations of 

hesperidin (0.75–100 µM) for 24, 48, or 72 hours, and cell viability was assessed 

using the MTT assay. The expression of genes, including Bax, Bcl-2, and Caspase-

3, was measured by qRT-PCR. Apoptosis was determined using propidium iodide 

staining followed by flow cytometry. 

Results: The results demonstrated that hesperidin inhibited the proliferation of cells 

with varying potencies. Propidium iodide staining revealed that hesperidin increased 

the number of apoptotic cells, which was confirmed by the measurement of gene 

expression. Hesperidin decreased the expression of Bcl-2 while increasing the 

expression of Bax and Caspase-3. 

Conclusion: We conclude that hesperidin, as a natural product, may be used in the 

treatment of various human cancers in combination with chemical drugs. 
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Introduction  
Cancer is identified as a significant global 

health problem, affecting more than 12.7 million 

people worldwide. In cancer, cells grow 

invasively. Statistics show that the most common 

cancers include lung, prostate, colorectal, 

cervical, and breast cancer. Therapeutic strategies 

for cancer involve radiation therapy, 

chemotherapy, and surgery. Chemotherapeutic 

agents include DNA-interactive drugs, antitubulin 

drugs, antimetabolites, as well as hormonal and 

molecular-targeting drugs. However, these 

chemotherapeutic drugs can lead to adverse 

effects such as bone marrow suppression, hair 

loss, gastrointestinal lesions, drug resistance, 

neurologic dysfunction, and cardiac toxicity. 

Recent studies have highlighted the potential of 

medicinal herbs and their active ingredients in the 

treatment of various diseases. Flavonoids, which 

are important bioactive compounds found in many 

herbs, have shown beneficial effects in different 

cancerous tissues. Epidemiological studies have 

demonstrated an inverse relationship between 

flavonoid consumption and the risk of cancer. 

Hesperidin, a flavanone widely found in citrus 

fruits such as oranges, exhibits various 

pharmacological properties. In vitro and in vivo 

studies have reported its anti-carcinogenic, 

antioxidant, and anti-inflammatory effects. 

Furthermore, the anti-cancer effects of hesperidin 

and its aglycone, hesperetin, have been 

documented. Given the properties of hesperidin, 

this research evaluates its anti-cancer effects on 

various cell lines and explores its possible 

mechanisms of action. 

Methodology 

Cell Treatment:The cells were treated with 

various concentrations of hesperidin (0.75–100 

µM) for 24, 48, or 72 hours, and cell viability was 

assessed using the MTT assay. The expression of 

genes including Bax, Bcl-2, and Caspase-3 was 

measured by qRT-PCR. Apoptosis was determined 

by propidium iodide (PI) staining followed by flow 

cytometry. 

Cell Viability Assay:Cell viability was determined 

using a modified 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyl tetrazolium (MTT) assay. Briefly, the 

cells (PC12, KYSE30, DU145, and SW48) were 

seeded at 5 × 10³ cells per well in flat-bottom 96-

well culture plates and exposed to different 

concentrations of hesperidin for 24, 48, and 72 

hours. After the incubation periods, the cells were 

treated with MTT solution (5 mg/ml in PBS) for 4 

hours. The medium was then removed, and 

formazan was solubilized with DMSO (100 µl). 

Absorbance was measured at 570 nm (with 620 nm 

as a reference) using an ELISA reader. All 

treatments were performed in triplicate. 

Cell Apoptosis Assay:Apoptotic cells were 

detected using PI staining for small DNA fragments 

followed by flow cytometry. It has been reported 

that a sub-G1 peak reflects DNA fragmentation, 

which can be observed following the incubation of 

cells with a hypotonic phosphate-citrate buffer 

containing a quantitative DNA-binding dye, such as 

PI. Briefly, the cells were seeded in a 24-well plate 

and treated with hesperidin at a concentration of 

79.18 μM for 48 hours. Floating and adherent cells 

were then harvested and incubated with 750 μl of 

hypotonic buffer (50 mg/ml PI in 0.1% sodium 

citrate with 0.1% Triton X-100) at 4 °C overnight 

in the dark. Flow cytometry was conducted using a 

FACScan flow cytometer (Becton Dickinson). A 

total of 1 × 10⁴ events were acquired with FACS, 

and data were analyzed using FlowJo V10 software. 

All treatments were conducted in triplicate. 

Gene Expression Analysis:qRT-PCR was 

performed using the CFX96 Touch™ Real-Time 

PCR Detection System (Bio-Rad, Philadelphia, PA, 

USA) in triplicate using SYBR Green PCR master 

mix (2x, Ampliqon, Denmark). The sequences of 

primers for Bax, Bcl-2, and Caspase-3 are listed in 

Table 1. Thermal cycling conditions were as 

follows: initial denaturation at 95 °C for 10 

minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 

95 °C for 30 seconds, annealing at 60 °C for 30 

seconds, and extension at 72 °C for 45 seconds. A 

final extension was performed at 72 °C for 10 

minutes. Real-time data were normalized to β-actin 

as the internal control. The ∆∆CT method was 

employed to calculate fold changes. 

Statistical Analysis:One-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by the Bonferroni post-hoc test 

was used for data analysis. All results are expressed 

as the mean ± SEM, and p-values below 0.05 were 

considered statistically significant. 

Results 

Our results demonstrated that hesperidin is an 

anti-proliferative compound against different 

cancer cells. Also, we found that hesperidin was 

more effective on the KYSE30 cells. The effect of 
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hesperidin on cell viability was in a dose-

dependent manner. KYSE30 cells were incubated 

with hesperidin (0.75-100μM) for 24, 48 and 72h. 

As shown in figures 1a-c, hesperidin reduced cell 

viability at doses of 50 and 100 μM (24h, 50 μM 

p < 0.01 100 μM p < 0.001; 48h p < 0.001; 72h 50 

μM p < 0.01 100 μM p < 0.001).  The PC12 cells 

were incubated with various concentrations of 

hesperidin (0.75-100µM) for 24, 48, and 72 h. The 

cell viability was determined by MTT assay. As 

shown in figure2a, hesperidin reduced cell 

viability at doses of   0.75, 1.5, 3.125, 25, 50, 100 

μM after 24h (p <0.05 , p < 0.01 p < 0.001, p <0.05 

, p <0.05, p < 0.001 respectively). After 48h, 

hesperidin increased cell death at doses of 12.5, 

50 and 100 μM (p <0.05, p < 0.001, p <0.05 

respectively). Also, hesperidin reduced cell 

viability at concentrations of 0.75 μM and 3.125 

μM (p < 0.001).  SW48 cells were incubated at 

various concentrations of hesperidin (0.75-100 

μM) for 24, 48 and 72 h. The viability was 

measured by MTT assay .The findings revealed 

hesperidin had no significant effect on the 

viability of SW48 cells after 24h, 48h and 72h, 

The DU145 cells were treated by various doses of 

hesperidin (0.75-100 μM) for 24, 48 and 72 h. 

MTT assay was applied to evaluate the viability 

of the cells. Hesperidin reduced cell viability at 

doses of 0.75 μM and 25 μM (p < 0.01, p < 0.001 

respectively) (figure4a) while hesperidin had not 

effect on cell viability after 48h (figure4b). As 

shown in figure4c, hesperidin significantly 

increased cell death at dose of 1.5 μM (p <0.05 ). 

After exposure time of 48 h, hesperidin's toxic 

effects were observed against KYSE30 cells at a 

dose of 79.18. The percentage of the apoptotic cell 

was evaluated using PI staining. The cells 

incubated in hesperidin with concentration of 

79.18 µM for 48 h. According to Error! 

Reference source not found., the sub-G1 peak 

analysis indicated apoptosis induction in the 

hesperidin-treated KYSE30 cells. Results showed 

that hesperidin induced apoptosis on KYSE30 

cells. Caspase-3 had significantly increased near 

about 5-fold at a concentration of 100µM (p < 

0.001) hesperidin compared to control group. 

Also, hesperidin at dose 75μM caused 

overexpression of Caspase-3 about 4-fold (p < 

0.001). However, the expression of Bax was 

remarkably upregulated by hesperidin in a dose-

dependent manner with the highest change at dose 

100μM (p < 0.001) and 3.5-fold overexpression at 

dose 75μM (p < 0.001). It is while the Bcl-2 

expression was downregulated significantly with 

the lowest expression at dose 50μM (p < 0.001) 

and slight downregulation was observed at dose 

75μM (p <0.05). Furthermore, the highest 

Bax/Bcl-2 ratio was seen by hesperidin at IC50 

concentration (75μM) (p < 0.001) which indicates 

the finest concentration to initiate apoptosis 

cascade. 

Discussion  

Hesperidin as a subgroup of flavonoids is 

abundantly found in Citrus species. To date, these 

natural chemical compounds have shown various 

effects in human and animals cancers not only for 

the treatment also for prevention. It has been 

reported that administration of hesperidin associated 

with recovering enzymes related to antioxidant 

activities such as glutathione, catalase, and 

superoxide dismutase indicated its antioxidant 

properties in renal tissue. Furthermore, hesperidin 

found to inhibit the COX-2/PGE pathway to prevent 

renal carcinoma progression. In breast cancer 

model, hesperidin treatment resulted in a reduction 

in ERα expression and also the suppression of 

EGFR/ERK pathway arresting cell cycle at G0/G1 

transition phase in MCF7 and T47D cells. 

Previously, hesperidin inhibited cellular pathways 

in relation to cell growth by anti-estrogenic function 

in endometrial carcinoma (EC) and hence inhibited 

the proliferation of cancer cells. It was proposed 

hesperidin initiated apoptosis in EC. 

Conclusion 
Precise regulation and function of cellular 

pathways are responsible for cancer prevention but 

in the setting of cancer abnormalities in these 

pathways has been observed. Alteration in the 

PI3K-AKT has been frequently reported in various 

cancers  especially in esophageal cancer. Growth 

factors transiently activate this pathway but in 

cancers due to genetic aberrations, even in the 

absence of stimulating signals are continuously 

transmitted to the nucleus. Thus, activation of this 

pathway results in uncontrolled cell growth and 

proliferation. Increased phosphorylation of AKT 

has been reported in KYSE30 cell lines. Hesperidin 

by suppressing the expression of AKT prevents 

both initiation and progression of colorectal cancer. 

As a pro-apoptotic drug, hesperidin by disrupting 

the integrity of the mitochondria membrane leads 

to apoptosis. Also, AKT pathway by 

phosphorylating Bad protein prevents the initiation 
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of apoptosis. Hence, it can be concluded that at 

molecular resolution, hesperidin by inhibiting 

AKT and mitochondria damage plays an important 

role in the induction of apoptosis. Our gene 

expression analysis also confirmed overexpression 

of Caspase-3 and Bax alongside downregulation of 

Bcl-2. 
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 سرطان 

 چکیده
 

ی مورداستفاده  درمانیمی ش ی داروها مطرح است. ی مشکل مهم بهداشت جهان یک عنوان سرطان به: زمینه و هدف

اختلال    یی،مقاومت دارو  ی،گوارش   یعاتمو، ضا  یزشسرکوب مغز استخوان، ر  نظیر  یعوارض جانب  در درمان سرطان،
ند  شوی م  یافت  یاهانر گبیشتکه در    هستند  یستیفعال ز  یباتترک  یدها. فلاونوئدارند  ی قلب  یتو مسموم  یعملکرد عصب

مفیثتأ  و بافت ب   یدیرات   یافتدر خانواده مرکبات    یدفلاونوئ  یک عنوان  به  یدینهسپر  .دارند  یمختلف سرطان  یهار 
  ی تومور مدولار  مختلف ازجملهسرطانی    یسلول  یهابر رده   یدینهسپر  یرات ضدسرطانیثتأ  یق،تحق  ینشود. در ایم

)فئوکروموس آدنوکارسPC12)  (یتومآدرنال  )  ینوم(،  )SW48کولون  پروستات  سرطان   ،)DU145)  سلول    ینومکارس  و
 .شد  ی بررس (KYSE30) یمر یسنگفرش

ساعت    ۷2  یا  48،  24مدت    ( بهیکرومولارم  0.۷5-100)  یدینمختلف هسپر  یهاها با غلظت سلول : هاروش مواد و

 RT-PCR با استفاده ازنیز    3و کاسپاز   Bax  ،Bcl-2ی  هاژن  یانب  شد.  یابیارز MTT ها با روشسلول   بقایشدند و    یمارت

 . شد انجام  یتومتریفلوساروش با سلولی نیز آپوپتوز همچنین، ارزیابی شد.  یریگاندازه 
هسپر  یجنتا  :هایافته که  داد  تکث  یدیننشان  جلوگ  یسرطان  یهاسلول   یر از  نتایج  کند.  ی م  یری مختلف  همچنین 

 أییدژن ت  یانب  نتایجبا  این موضوع  دهد که    یشرا افزا  یآپوپتوز سلول  تواندیدین میداد که هسپر  فلوسایتومتری نشان
افزایش  که  یرا کاهش داد در حال bcl-2 یان ژنب  معناداریطور  یدین به. هسپرشد  Caspase-3 و Bax یانب  موجب 

 .گردید
در    یانسان  یهاتواند در درمان انواع سرطانی م  یعی ورده طبا فر  یک عنوان  به  یدینهسپررسد  نظر می به  :گیرییجه نت

 . یردمورد استفاده قرار گ یمیاییش   یبا داروها یبترک
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4، شمارة 3۱، دورة 3۱40مهر و آبان  دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،   
 

 مقدمه.  ۱

 سرطان یک بیماری پیچیده با تغیرات ژنتیکی متعدد است
ها، حمله و انتشار به سایر نقاط بدن  که با رشد غیرطبیعی سلول 

های سرطان دومین علت مرگ بعد از بیماری .  (1)همراه است  
است.   شده  شناخته  مقلبی  نشان  شای آمارها   ین تریعدهد 

  پستانرحم و    نه پروستات، روده بزرگ، دها  یه،ها شامل رسرطان
راهبردها(2)  است پرتودرمان  یدرمان  ی .  شامل    ی، سرطان 

جراح  یدرمانیمی ش شهستند  یو  عوامل  شامل    یدرمانیمی. 
،  یسیندوکسوروب  ین،پلات  یسمانند س  DNA با  یتعامل  ی داروها 
آنت)تاکسان  ینضدتوبول  ی داروها  )مانند  یتمتابولی ها(،  ها 

داروهاهورمون  ،متوترکسات( و    هستند  یمولکول  ندهدفم  ی ها 
جانب  یدرمانیمیش   ی داروها.  (3) عوارض  به  مختلف   یمنجر 

ر   ازقبیل استخوان،  مغز  ضا  یزشسرکوب    ی،گوارش  یعاتمو، 
دارو عصب  یی،مقاومت  عملکرد  مسموم  یاختلال    یقلب  یتو 

 ییدارو   یاهاننشان داده است که گ  یر. مطالعات اخ(4)  دنشوی م
,  5)  ثر استؤمختلف م  ی هایماری ثره آنها در درمان بؤمواد م  یا
ز  یبترک  یکعنوان  به  یدهافلاونوئ .(۶ در    یستیفعال  مهم که 

گبیشت مفیثتأشود،  ی م  یافت  یاهانر  بافت   یدی رات   ی هادر 
سرطان اپ(8,  ۷)  دارند  ی مختلف  مطالعات  رابطه   یدمیولوژیک. 

و خطر ابتلا به سرطان را نشان   یدهامصرف فلاونوئ  ینمعکوس ب
رات  یثتأ  مختلف در فاز حیوانی و سلولی  مطالعات  .(9)  داده است
, 1)اند را گزارش کرده یو ضدالتهاب  یدانیاکسی، آنت یضدسرطان 

ط(10 بیثتأ  یراخ  ی هاسال   ی.  فارماکولوژ  یولوژیکرات   یکو 
نقـش مـؤثر   یـانگر ه اسـت. مطالعـات، بشدمطالعه    یدینهسپر

س  یدینهسـپر عملکـرد  بهبـود    ی، عروق  -یقلبـ  یسـتمدر 
ل    ی خـون و کـاهش سـطح مارکرها  یپیـدهای کـاهش سـطح 

  اکتریایی، مطالعات مختلف نقش ضدب  ینند. همچنهست   یالتهاب
رات  ی ث . تأ انـد کرده   یید را تأ   یدین هسپر   یروسی و ضدو   ی ضدقارچ 

) آگل   یا   یدین هسپر   ی ضدسرطان    نیز   آن   ( aglyconeیکون 
است    ین هسپرت  شده  داده  طرفی ( 12,  11) نشان  از  انتظار    ، 

پد ی م  که  کشندگ   یس هورمز   یده رود  اثر  مورد    ی سلول   ی در 
با  شود   یده د   یدین هسپر  که  معناست  بدان  این  دوز    یش افزا . 

با  یابد.  می پاسخ کاهش    یزان د و م و ش می برعکس    ، دارو پاسخ 
  ی رات ضدسرطان ی ث تأ   سرطان در جامعه و   ی بالا   یوع توجه به ش 

دانست   یدین هسپر  ا   یم لازم  در  کشندگ   یق تحق   ین که    ی اثر 
مختلف    یها غلظت   در   ا ( و آپوپتوز ر یتوتوکسیسیتی )سا   ی سلول 

مختلف  رده بر    یدین هسپر    ی بررس   ی سرطان   های سلول های 
 . یم کن 

 مواد و روش. 2

ش  مدولار  یسلول  ی هارده:  یمیایی مواد   آدرنال  ی تومور 

)فئوکروموس) آدنوکارس(PC12یتوم(    ، (SW48)  کولون  ینوم، 

ی مر  یسلول سنگفرش  ینوم ، کارس(DU145)  سرطان پروستات

(KYSE30 ،)5،  4شد.  یهتهران( ته یران،پاستور )ا یتواز انست-

dimethylimidazole-2-yl   ،2    ،5-diphenyl tetrazolium 

(MTT)   فسفات  یو بافر نمک (PBS)   سنت    یگماسشرکت  از(

ا MO،  یس لوئ خر  یالات،  مح  یداریمتحده(    یط شد. 

  یلین س   ی و پن   (FBS)  ی گاو ین ، سرم جن  DMEMشده اصلاح

شد.    یداری خر)انگلیس(     Gibcoشرکت    از  یسین استرپتوما

آلمان( )  Merckشرکت   از (DMSO) یدسولفوکس  یلمتی د

  یمسد  یترات، س(PI) یدید    یدیومپروپهمچنین،  شد.    یداری خر

  یالات ا  ، MO  یس،)سنت لوئ   یگماسشرکت از    X-100   یتونو تر

 Bio Basic   از RNX Plus یتشد. ک  یداری ( خریکامتحده آمر

 . شد یداریخر (کانادا)

 DMEM   (high  یطدر مح  هاسلول   : و درمان   ی کشت سلول   

Glucose- Dulbecco’s modified Eagle’s medium  با  ( همراه
  100و    یلینس   یپن  یترلیلی واحد در م  FBS  ،100  درصد  10

م   یکروگرمم شدند.    یسیناسترپتوما  یترلیلی بر  داده  کشت 
  ۷2و    48،  24به مدت    یدینمختلف هسپر  ی هاها با غلظت سلول 

هر در    سلول   MTT  ،103  ×5 سنجش  ی ساعت انکوبه شدند. برا
هر غلظت و دوره    ی شد. برا  کشت  خانه   9۶کشت    پلیتچاهک  

ماند و   ینشده باقیمارنمونه شاهد وجود داشت که ت  یک  ی،زمان
سنجش آپوپتوز توسط    ی کرد. برا  یافت را در  یطمح  ی حجم مساو

  خانه   24  پلیت  یک  کچاه  در هرسلول    1×105  یتومتری،فلوسا
 .مختلف در سه تکرار انجام شد یمارهای . تمام تکشت شد 

حل   محلول :  دارو   ی ساز آماده  با  هسپراستوک  در   یدینکردن 
DMSO   غلظت  یه ته سپس  )  ی هاشد.    100  -۷5/0مختلف 

 .ساخته شدمیکرومولار( از این دارو در محیط کشت 
با استفاده    یسلول  بقای : MTTبا روش   ها سلول   سنجش بقای 

  سلول   5×103طور خلاصه،  . به(13)  شد  یینتع   MTTاز روش
(PC12    ،Kyse30    ،DU145     وSW48 )   هر چاهک پلیتدر 

شدمسطح    خانه   9۶کشت   معرض    ریخته  در   یهاغلظت و 
هسپر مدتبرا  یدینمختلف  قرار   ساعت  ۷2و    48،    24  ی 

 ها با محلول ذکرشده، سلول   ی هاگرفتند. پس از گذشت زمان

MTT (5  دریتر آماده شده  لیلیگرم در میلی م  PBS)   به مدت
مح  4 سپس  شدند.  انکوبه  روییساعت  و    یط  شد  خارج 
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شد.    DMSO یکرولیتر  م  100 درفورمازان  های  کریستال حل 
عنوان مرجع( نانومتر به   ۶20نانومتر )  5۷0جذب در طول موج  

 یمارها ت  یشد. تمام  یری گاندازه  یدرر  یزابا استفاده از دستگاه الا 
 ند. در سه تکرار انجام شد

سلول   سنجش  از    سلولی آپوپتوز  :  ی آپوپتوز  استفاده  با 
  ایتومتری فلوس  با روشو   DNA قطعات کوچک PI یزی آمرنگ

بازتاب   sub-G1 در این بررسی، پیک قبل از ناحیهشد.    یی شناسا
با  سلول  انکوباسیوناست که پس از   DNA شدنقطعهقطعه ها 
فسفات   یک کم  یک  ی حاو  یپوتونیکه  یتراتس  -بافر  ی  رنگ 

به متصل  مانند DNAشونده   ، PI   ،  (14)است  مشاهده  قابل  .
شدند    کشت داده  خانه  24  پلیت  یکها در  طور خلاصه، سلولبه

ساعت    48به مدت    یدینهسپراز    یکرومولارم  18/۷9و با غلظت  
هر چاهک جدا شدند  شناور و چسبنده    ی هاشدند. سلول  یمارت

گرم در یلی م  50)  یپوتونیکاز بافر ه  یکرولیترم ۷50سپس با  و  
 تریتون  درصد  0.1م با  یسد  سیترات  درصد  0.1در   PI یترلیلی م

X-100 )   تار  به مدت یک  گرادی درجه سانت  4در  یکیشب در 
دستگاه  با استفاده از    ایتومتری فلوسآنالیز  انکوبه شدند. سپس  

در     FACScan (Becton Dickinson) یتومترفلوسا انجام شد. 
شد  ذره  1×104مجموع   داده  شمرده  طرو  از   افزارنرم  یقها 

flowJo-V10 در سه تکرار   یمارهات   امیشدند. تم  یلوتحلیهتجز
 .انجام شد

  ۶  ی هایت در پل KYSE30 ی هاسلول :  ژن   یان ب   یل وتحل یه تجز   
و    کشت   خانه انکوباتور    شب  یکشدند  انکوبه شدند.    Co2در 

به مدت  سلول   ، سپس در   یدینساعت در معرض هسپر  48ها 

 ین قرار گرفتند. پس از ا یکرومولارم 100و  ۷5، 50 های غلظت 
طبق  و    One Step-RNA Reagent کیت  توسط  RNAزمان،  

ارائه سازپروتکل  توسط  سلول   ندگان،شده  شده  کشت   ی هااز 
دراپ )کانادا، ها توسط نانو   RNA یت و کم   یفیت استخراج شد. ک 

(BIO INTELLECTUAL Nano100  280، در نسبت جذب 
رونمونه   ین. همچنشد  یابیارز  230/2۶0و    2۶0/ بر  ژل   ی ها 

ت  یکپارچگیشدند تا    رانآگارز    نانوگرم  1000شود.    أییدآنها 

RNA واکنش سنتز  هر  ی برا cDNA  ها  استفاده شد و واکنش
ک ژاپن) ،   Primscript ™ RT Fast معرف  یتتوسط   ( تاکارا، 

  بیان   یینتع  برای . انجام شد  هکنندیدتول  ی هادستورالعمل  طبق
-RT روش سایبر گرین  از   CASPASE-3 و   BAX ،BCL-2 ژن

PCR   شد    پرایمرهااز    ی امجموعه  با (.  1)جدول  استفاده 
  یدر دما  یهاول  یونبود: دناتوراس  یربه شرح ز  یحرارت   ی هاسیکل 

 گرادی درجه سانت  95،  یقهدق  10به مدت    گرادی درجه سانت  95
دما  پرایمرها  شدنمتصل (،  یون)دناتوراس  یه ثان  30  ۶0  ی در 

  به مدت  شدن رشتهطویل،  یهثان  30به مدت    گراد ی درجه سانت
یی  نها  تکمیلچرخه( و    40)  گراد ی درجه سانت  ۷2در    یهثان  45

مدت    قطعات دما  یقه دق  10به  . گرادی سانت  جهدر  ۷2  ی در 
داخلبه   یناکت-β توسط  RT-PCR  ی هاداده کنترل   یعنوان 

 . استفاده شد ها آنالیز داده ی برا CT∆∆ نرمال شد. از روش
آنالداده  یلوتحل یهتجز  برای  از  طرفه  یک  یانسوار  یزها 

(ANOVAو آزمون تعق )یج استفاده شد. تمام نتا  یبونفرون  یبی  
 0.05  کمتر از  p  یرو مقادشدند    یانب   SEM  ±  یانگین صورت مبه

 دار درنظر گرفته شد. یمعن  ی از نظر آمار
 

 Real-Time PCR . توالی پرایمرهای مورداستفاده در ۱جدول  

Primer Sequence 
Bax Forward 5'-GTGAGGAGGCTTGAGGAGTC3-3' 
Bax Reverse 5'-CGCCCTTTTCTACTTGCCA-3' 

Caspase-3 Forward 5'-ACTGGACTGTGGCATTGAGA-3' 
Caspase-3 Reverse 5'-GCACAAAGCGACTGGATGAA-3' 

Bcl-2 Forward 5'-GCCTTCTTTGAGTTCGGTGG-3' 
Bcl-2 Reverse 5'-GAAATCAAACAGAGGCCGCA-3' 

GAPDH Forward 5'- GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3' 
GAPDH Reverse 5'-GTCATTGATGGCAACAATATCCACT-3' 

 

 هایافته.  3

سم   یدین هسپر   تأثیر  که   نتایج:  ی سلول   یت بر  داد  نشان  ما 

  یسرطان  ی هاسلول   یرتکث مؤثر برای مهار    یبترک  یک  یدینهسپر

همچن است.  در  ینمختلف  هسپر  یافتیمما    یرو   یدینکه 

و  مؤثرتر   KYSE30 ی هاسلول  هسپراست  بقا  یدیناثر    ی بر 

 .صورت وابسته به دوز بودسلول به 

سلول   یدین هسپر   یر ث أ ت     ی هاسلول :  KYSE30 ی  ها بر 
KYSE30 24به مدت  میکرومولار(  100- 0.۷5)  یدینبا هسپر  ،

  a-c 1  ی هاطور که در شکلساعت انکوبه شدند. همان  ۷2و    48
  50  ی را در دوزها  یسلول  بقای   یدیننشان داده شده است هسپر

 (. P<0.05)  کاهش دادداری طور معنی به یکرومولارم  100و 
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  24( به مدت  یکرومولار م   ۱00  - 0.75)   یدین مختلف هسپر   ی ها با غلظت   KYSE30  ی ها . سلول KYSE30  ی ها سلول   بقای بر    یدین هسپر   یر . تأث ۱شکل  

 در مقابل کنترل   p <0.001  **    ،*** p <0.0001، ( )سه تکرار    SEM  ±  یانگین م   صورت به   یج نتا ،  تحت درمان   ( c)  ساعت   72و    ( bساعت )   48  ،  ( a) ساعت  

 

با   PC12 ی ها سلول : PC12 ی ها بر سلول  یدین هسپر  تأثیر 

به مدت  میکرومولار(  100- 0.۷5)   یدین مختلف هسپر   ی ها غلظت 

 MTT با روش ها  سلول   بقای ساعت انکوبه شدند.    ۷2و    48،  24

همان   یین تع  شکل  شد.  در  که  است    a2طور  شده  داده  نشان 

،  25،  3.125،  1.5،  0.۷5  ی را در دوزها   ی سلول   بقای   یدین، هسپر 

کاهش  طور معناداری  به ساعت    24پس از    یکرومولار م   100،  50

،  P<0.05  ،p <0.01 p <0.001  ،p <0.05  ،p <0.05 یب  ترت داد )به 

p <0.00 ،ی مرگ سلول   یدین، ساعت، هسپر   48پس از   (. همچنین  

 یب ترت داد )به   یش افزا   یکرومولار م   100و    50،  12.5  ی را در دوزها 

P <0.05  ،P <0.001 ،  P <0.05 .)  انکوباسیون    یدین هسپر   ۷2در 

  3/ 125و    یکرومولار م   0/ ۷5  ی ها را در غلظت   ی سلول   ساعته نیز بقای 

 (. P <0.001کاهش داد )   یکرومولار م 

 
  تیمار، ساعت 72و   48،  24( به مدت یکرومترم  ۱00-75)  یدینمختلف هسپر یهاها با غلظت . سلولPC12 یهابر سلول یدینهسپر یر. تأث2شکل 

 در مقابل کنترل p <0.05*  ،**p <0.01 ،***p <0.001 ،)سه تکرار( SEM ± یانگینصورت م به یجنتا
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 ی هاسلول :  SW48   ی ها سلول   بقای بر    یدین هسپر   تأثیر 

SW48  غلظت هسپر  ی هادر    100-0.۷5)  یدین مختلف 

بقای ساعت انکوبه شدند.    ۷2و    48،  24( به مدت  یکرومولارم

نشان    هایافته (.  3شد )شکل    یری گاندازه  MTT با روش  سلول

 یرتأث  (ساعت  ۷2و    48،  24پس از  )  یدینهسپرتیمار با  داد که  

 . ت نداش SW48 ی هاسلول  مرگبر  داری ی معن

 

 
 

  72و  48، 24( به مدت میکرومولار۱00- 0.75)  یدینمختلف هسپر یهابا غلظت SW48 یها. سلولSW48 یهابر سلول یدینهسپر یر. تأث3شکل 

 )سه تکرار( SEM ± یانگینصورت م به یجنتا، ساعت
 

زنده   یدین هسپر   تأثیر  سلول بر  :  DU145 ی ها ماندن 

  100- 0.۷5)  یدینمختلف هسپر  ی با دوزها DU145 ی هاسلول 

به مدت  یکرومولارم ت  ۷2و    48،  24(  برا  یمارساعت   ی شدند. 

از  سلول  بقای   یابیارز   یدیناستفاده شد. هسپر MTT روشها 

دوزها  یسلول   بقای  در  طور به   یکرومولارم   25و    0.۷5  ی را 

شکل  ( )p <0.01  ،p <0.001 یب  ترتکاهش داد )بهداری  معنی 

a4)   ،مرگ بر    یری تأث  ،ساعت  48بعد از    یدینکه هسپر  یدر حال  

نشان داده  c4طور که در شکل  همان (.  b4  سلول نداشت )شکل

را در دوز   یمرگ سلول   یتوجهطور قابل به   یدینهسپرشده است  

 (. p <0.05)داد  یشافزا یکرومولارم  1.5

 
- 0.75)  یدین مختلف هسپر یهاساعت در معرض غلظت 72و  48، 24ها به مدت . سلولDU145 یهاسلول بقایبر  یدین. اثر هسپر4شکل 

 در مقابل کنترل  p <0.05*  ،**p <0.01 ،***p <0.001)سه تکرار(،  SEM ± یانگینصورت م به یجنتا، (میکرومولار00۱
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 48از    پس:  PI یزی  آم آپوپتوز با استفاده از رنگ   ی القا 

 KYSE30 ی هابر سلول   یدینهسپر  یرات سمی ثتیمار، تأساعت  

مشاهده شد. درصد آپوپتوز سلول با استفاده از   ۷9.18دوز    در

سلول  یابیارز PI یزی آمرنگ غلظت   در  یدینهسپر  باها  شد. 

شدند. مطابق شکل    تیمارساعت    48به مدت    یکرومولارم  ۷9.18

 KYSE30 ی ها آپوپتوز را در سلول  ی القا Sub-G1 یک پ  یز ، آنال5

و این اختلاف از نظر آماری    نشان داد   یدینشده با هسپریمارت

-Sub افزایش پیکذکر است که  شایان (. P <0.01معنادار بود )

G1   نشانهبه سلول  ی اعنوان  گروه وزشده  آپوپت  ی هااز  در 

 48هسپریدین در  IC50شود. ی م یدهد یدینشده با هسپریمارت

 بود.میکرومولار   79.18ساعت تیمار معادل 

 

 

 
در   PI یزیآم رنگ یتومتریفلوسا یستوگرامدر گروه کنترل. )ب( ه  KYSE30  یهاسلول در PI  یزیآم رنگ ایتومتریفلوس یستوگرام)الف( ه .5شکل 

 ساعت  48به مدت  79.۱8 یدینشده با غلظت هسپریمار در گروه ت   KYSE30 یهاسلول

 KYSE30 ی ها آپوپتوز در سلول   ی باعث القا   هسپریدین 

باعث    یدیننشان داد که هسپر  نتایج مطالعه حاضر  :  شود ی م 

- کاسپازبیان ژن  شود.  ی م  KYSE30  ی هاآپوپتوز در سلول   ی القا

نسبت به گروه کنترل    یدینهسپر یکرومولارم  100در غلظت    3

  ( p<001/0) بود  یافته  )برابر  5به    یکنزد(  یتوجهقابل  یشافزا

  اعث ب  یکرومولارم  ۷5با دوز    یدین هسپر  ین،چن. هم(a۶شکل  )

(.  p< 001/0شد )  (برابر  4در حدود  )  3- از حد کاسپاز  یشب  یانب

 ییر تغ  ینوابسته به دوز با بالاتر  صورتبه   Bax  یان حال، ب   ینبا ا

ب   ، (p<0.001)  یکرومولارم  100در دوز     3.5از حد    یشب  یانو 

 یدینتوسط هسپر  (p <0.001)   میکرومولار  ۷5  در دوز  ی برابر

یافت  حالb۶)شکل    تغییر  در  ب ی(.  طور به   Bcl-2  یانکه 

دوز    یانب  ینکمتر)  یتوجهقابل  کاهش   یکرومولار(م  100در 

جزئ  ،(p< 001/0)  یافت کاهش  دوز    یو    یکرومولار م  ۷5در 

(05/0p<( مشاهده شد )شکلc۶علاوه بر ا .)،نسبت   ینبالاتر  ین

Bax/Bcl-2  هسپر غلظت    یدینتوسط  میکرومولار   100در 

 (. d۶)شکل   (p <001/0) مشاهده شد
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 یک دوز بالاتر و  یک، IC50 غلظت ها با. سلولKYSE30 یهادر سلول Bax/Bcl-2و   Bax  ،Bcl-2، 3-کاسپاز   ژن یانبر ب یدینهسپر یر. تأث6شکل 

 یانکاهش ب یانگرب KYSE30،  c6 یهارا در سلول  Baxژن   یانب KYSE30 ،b6 یهادر سلول 3کاسپاز  یانرا بر ب  یدیناثر هسپر a6 ، شکلترییندوز پا

 (. ***P<0.0001و،  p<0.01*  ،** p<0.001) گانه هسپریدین،های سهغلظتدر   Bax/Bcl-2نسبت  d6 ، یدینتوسط هسپر Bcl-2ژن 

 گیریبحث و نتیجه.  4

تأ در   حاضر،  دوزهای  هسپر آپوپتوزی  رات  ی ث مطالعه  در  یدین 
زمان  و  مختلف مختلف  سلول رده بر    های  مختلف  های  های 

  یابی ارز  DU145 و    KYSE30  ،PC12  ،SW48شامل    سرطانی 
  بقای   یدین، که هسپر   دهد این مطالعه نشان می   نتایج .  گردید 

  یان ب   و کاهش    ی سرطان   ی ها سلول های مختلف  رده را در    ی سلول 
  یش افزا  KYSE30 یها در سلول   را   ی درگیر در آپوپتوز ها ژن 

به ی م  ما نشان داد که هسپریدین  نتایج    یبات ترک عنوان  دهد. 
  سرطان انواع مختلف    یعی، بر پیشگیری و درمان طب   یمیایی ش 

می  تأیید  را  قبلی  مطالعات  نتایج  که  است    . ( 15)  کند مؤثر 
  یها یم با آنز   همراه   یدین هسپر   یز تجو براساس شواهد موجود،  

فعال   کننده ترمیم  به  مانند    یدانی اکس ی آنت   یها یت مربوط 
سوپراکس یون گلوتات  و  کاتالاز    یات خصوص یسموتاز،  د   ید ، 

نشان    یدانی اکس ی آنت  را  ا   .( 1۷- 15) دهد  می آن  بر    ین، علاوه 
پ   یری جلوگ   ی برا   یدین هسپر    یوی، کل   ینوم کارس   یشرفت از 

م  COX-2/PGE یر مس  مهار  سرطان  .  ( 1۶) کند  ی را  مدل  در 
درمان  ب یدین  هسپر  پستان،  کاهش  به  ERα یان منجر  و   

در مرحله   EGFR/ERK یر مس   ی سرکوب چرخه سلول   ین همچن 
سلول  G0/G1 انتقال  .  ( 18)   شد  T47D و  MCF7 های در 

که  است  داده  نشان  قبلی    یرهای مس   یدین هسپر   مطالعات 
در    ی سلول  عملکرد ضداستروژن  با  با رشد سلول  رابطه  در  را 

آندومتر  ا   کند می مهار   سرطان  از  مانع  ین و    یر تکث از  رو 
نتایج این مطالعه نشان داده است  د.  و ش می   ی سرطان   ی ها سلول 
شروع هسپر که   موجب  احتمالاً  در   یدین  سرطان   آپوپتوز 

مس   یق دق   یم تنظ  . ( 19)  گردد می  آندومتر  عملکرد    یرهای و 
  ،سرطان بروز از سرطان است اما در   یشگیری مسئول پ  ی، سلول 

تنظ   یی ها ی ناهنجار  است.    یرها مس   ین ا   یم در  شده  مشاهده 
در    یژه و مختلف به   ی ها اغلب در سرطان  PI3K-AKT در   ییر تغ 

طور  رشد به   ی فاکتورها  .  (20)گزارش شده است   ی سرطان مر 
ا  مس ی موقت  م   یر ن  فعال  سرطان ی را  در  اما  دل کنند  به    یل ها 
حت یکی ژنت   ی ها ی ناهنجار  صورت    ی ،  س نب در    یها یگنال ود 

طور مداوم به هسته منتقل  به سازی  پیام فعال   ، کننده یک تحر 
  یر منجر به رشد و تکث   یر، مس   ین شدن ا فعال   ین، شود. بنابرا ی م 

م کنترل   ی سلول   یلاسیون فسفور   یش افزا  . (21)  شود ی نشده 

AKT  رده است  KYSE30 ی سلول   ی ها در  شده   گزارش 

سرطان   یشرفت از شروع و پ  AKT یان با سرکوب ب   یدین هسپر .
  یک عنوان  به   یدین . هسپر ( 22) کند  ی م   یری کولورکتال جلوگ 

  یتوکندری، م   ایغش   یکپارچگی زدن  آپوپتوز با برهم یش پ   ی دارو 
م  آپوپتوز  به  با   AKT یر مس   ین همچن  (23). شود ی منجر 

پروتئ یله فسفر  جلوگ  Bad ین کردن  آپوپتوز  شروع    یری از 
- ازحد کاسپاز یش ب   یان ب   که در این راستا نتایج ما   (24)  کند ی م 
 .کرد   یید تأ  Bcl-2 را در کنار کاهش  Bax و   3
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می  هسپریدین  حاضر،  مطالعه  نتایج  اساس    یک   تواند بر 

 KYSE30 ی ها اثر بر سلول   یشترین آپوپتوز با ب   ی القاکننده قو 

و    PI3K-AKT  یتوزی، م   ی سلول   یر با مهار مس   یدین . هسپر باشد 

  یری از شروع و توسعه سرطان جلوگ  ، طور بالقوه آغاز آپوپتوز به 

و ی م  م   یدین هسپر   یدانی اکس ی آنت   یژگی کند.  که  ی نشان  دهد 

با نرخ بروز سرطان کمتر مرتبط است.    یعی ماده طب   ین چگونه ا 

به فعال  عنوان  به تواند  می دارو    ین ا   یدانی، اکس ی آنت   یت با توجه 

 . شود یه توص   یوتراپی در کنار راد   ی درمان کمک 

 تشکر و قدردانی 

با    مطالعه تحق  حمایتحاضر  مولکول  ی سلول  یقاتمرکز   یو 
 (. 9۶22۷) سبزوار انجام شد یدانشگاه علوم پزشک

 اخلاقی  ملاحظات

این   سبزوار،  پزشکی  علوم  دانشگاه  پژوهش  در  اخلاق  کمیته 
 (. IR.MEDSAB.REC.1396.174مطالعه را تأیید کرده است )

  نویسندگان سهم

نو ا  سندگان یهمه  ته  ، ی پردازدهیدر  و  نگارش   هیانجام طرح  و 
  ت یمقاله حاضر، مسئول   یینها  دأییبودند و همه با ت  م یمقاله سه

 . رندیپذیدقت و صحت مطالب مندرج آن را م

 مالی  حمایت

  یدانشگاه علوم پزشک  یپژوهش  ی شورا  یطرح با کمک مال  این
 . شد  یتسبزوار حما

  منافع  تضاد

 . کنندیرا اعلام نم یتضاد منافع  یچه نویسندگان
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