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Abstract 

Introduction: In recent years, researchers have considered the anticancer activity 

coumarins, due to their powerful biological activity and poor toxicity that can 

neutralize the side effects induced by radiotherapy. The aim of this study was to 

investigate the cytotoxic effects of coumarin on HT-29 and A549 cancer cells. 

Materials and Methods: In this experimental study, the stoke of coumarin was 

prepared and then for 1,3, and 5 days at concentrations of¬5, 10, 15, 20, and 25 μM 

the cells were treated and evaluated on viability days and morphology of the cells 

indefinite days. The IC50 concentration of coumarin was calculated using MTT 

assay in two cell lines. Also, the expression of the involved genes in apoptosis such 

as Bax, Bad, and Bcl-2 was evaluated by the qRT_PCR method. Data were analyzed 

by a one-way ANOVA test. 

Results: The results showed that coumarin reduced the viability and proliferation of 

HT-29 and special A549 cells by dose and time significantly (P≤0.001), as well as 

the viability rate of cells in treated cells on the fifth day, significantly decreased 

compared to the control group (P <0.05). Morphological changes such as reduced 

chromatin density, cell turnover were also noticeably observed in the cells. Also, 

molecular results showed that coumarin could significantly increase the expression 

of Bax, Bad genes and decrease the expression of Bcl-2 gene expression. That these 

genetic changes in A549 cells were significantly greater than HT-29. 

Conclusion: Coumarin is capable of anti-proliferative activity and induces apoptosis 

effectively against colon and lung cancer cells. 
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Introduction  

One of the most common cancers is colorectal 

cancer. Among the factors contributing to the 

incidence of colorectal cancer are genetic and 

environmental factors such as inappropriate diets, 

obesity, smoking, and alcohol abuse. Among the 

general processes for the effective treatment of 

cancers are inhibition of DNA synthesis, control of 

free radical production, regulation of cell cycle, as 

well as induction of apoptosis, cell death and 

autophagy. Apoptosis is a regulated process of cell 

death that occurs in response to various stressors 

such as physiological, pathological or cytotoxic 

stimuli in the body. As a result, active stimulation 

and induction of this process is particularly an 

interesting strategy for the treatment of many 

cancers.  

Previous studies have shown that coumarin 

compounds can play an effective role in inducing 

cell death. Coumarin as a natural cyclic compound, 

which belongs to the family of benzopyrones and 

consists of benzene and pyrone rings, is used in a 

variety of therapeutic applications, including anti-

plasmodial treatment of malaria, anti-thrombotic, 

anti-cancer and antibacterial activities and also 

used as a potent antioxidan. 

Previous studies led us to investigate the Effects 

of Coumarin on Apoptotic Genes Expression in 

Lung and Colorectal Cancer Cells. 

Methodology 

Cell culture 

HT-29 and A549 cells were purchased from 

Pasteur Institute of Tehran cell bank then cultured 

in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, 

Gibco, USA), containing 10% FBS (Fetal bovine 

serum, Gibco, USA) and incubated at 5% CO2, 

95% humidity and 37℃. When cell density in the 

flask reached 80%, cell passage was performed 

using trypsin / EDTA (0.25%, Gibco, USA). 

Cell viability assay 

Cell viability, as well as IC50, were determined 

by MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) assay. The yellow 

salt is water-soluble tetrazolium, which is reduced 

by succinate dehydrogenase of living and active 

cell mitochondria to a color compound of insoluble 

formazan, which is dissolved in an organic solvent 

such as DMSO and the color intensity is 

proportional to 570 nm. This method is a fast, 

cheap, and suitable method for many samples. 

Briefly, a number of 1 × 104 cells/wells were 

cultured on a 96-well plate containing normal 

medium and incubated for 24 h. The cells were 

treated with 5, 10, 15, 20, and 25 μM of coumarin 

and cell viability was assessed at day 1, 3 and 5.  

Microscopy and photography 

The cells were stained with Giemsa stain. The 

morphological evaluation of the cells, compared to 

control (untreated) and IC50-treated groups of 

coumarin after 24-48 h of using a digital camera 

which was attached to invert microscope 

(Olympus, Japan), was done with objective lens 20 

and microscopic images of each cell in control and 

treatment groups were compared. 

RNA extraction and qRT-PCR 

The most basic step in obtaining reliable RT-

PCR reaction data is to extract RNA of appropriate 

quality and quantity. The purity of the RNA 

extracted from the cell is very important for 

making the synthesized cDNA. The single-

stranded structure of RNA compared to DNA, as 

well as the reduction of RNase stability to DNase, 

results in the use of all devices, including sterile 

gloves, masks, and autoclaved microtubes, etc., at 

all stages of extraction. In this study, Ht-29 and 

A549 cells were cultured in a 6-cell plate (200,000 

cells per well) and incubated and 24 hours after cell 

treatment, the cells were used to extract RNA. 

For RNA isolation, Trizol-lysed cell extract was 

centrifuged twice in chloroform for 15 min at 

12,000 rpm at 4℃ and washed with isopropanol. 

Finally, the solution was dissolved in 75% ethanol 

and centrifuged at 7500 rpm for 8 minutes, then 

dried and the resulting RNA was dissolved in 

water. DNA contaminations were eliminated using 

RNase-free DNase. A nanodrop was used to 

measure RNA, properties, and size of RNAs at the 

wavelengths of 280/260 and 280/230 nm. Using 

Taq Man Reverse Transcription Kit (QIAGEN, 

Japan) was synthesized according to the kit 

protocol, 1μg of RNA purified with the Random 

Hexamer Primer mixed with dNTP mixture and for 

5 min at 65℃, then incubated and quickly 

transferred onto the ice. Thereafter, buffer and the 

ribonuclease inhibiting protein and enzyme was 

added and placed in a thermocycler. For each 

sample, 40 ng of synthesized cDNA by Power 

SYBER Green master mix (QIAGEN, Japan) was 

done in the final volume of 10µl and 0.5 µl of each 

primer (Table 1) using Real-Time PCR. CT data 
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analysis of each sample was performed using 

StepOne software and normalized by using 

GAPDH (housekeeping control) gene. To estimate 

the fold change in Bcl-2, Bax, and Bad gene 

expression compared to the GAPDH gene in 

control samples (untreated) were compared to 

those treated with coumarin and each experiment 

was repeated three times. Designed primers for 

each gene were selected from the NCBI.  

Statistical analysis 

Statistical analysis of the data was performed 

using SPSS software version 18 (IBM SPSS, 

Armonk, NY, and ANOVA). Charts were plotted 

using Microsoft Excel 2016 software and 

differences were considered significant at the level 

of p<0.05. 

Result 

Evaluation of coumarin IC50 in the cells 

In the cell viability assay using MTT assay, the 

IC50 of coumarin was determined to be 25 μM in 

24 h for treated cells. The results showed that the 

cytotoxic effects of this compound on the viability 

of HT-29 cells were dose-dependent and the cell 

viability decreased with increasing the 

concentration of coumarin (P <0.05). The cell 

viability, based on MTT assay in treated cells with 

5, 10, 20, and 25 μM concentration of coumarin for 

the cells, was 93, 87, 72, 58 and 47%, respectively, 

as shown in figure 2A (P <0.05). 

Evaluation of the cell viability with coumarin on 

day 1, 3, and 5 

The viability rate of cancer cells in the group 

treated with coumarin (IC50: 25 μM) was 

compared with each other. The viability rate of HT-

29 cells treated with coumarin on day 1, 3, 5 was 

50%, 44%, and 40%, respectively. Also, the 

viability rate of A549 cells treated with coumarin 

on day 1, 3, 5 was 50%, 38%, and 31%, 

respectively (P≤0.05). The cell viability of both 

groups was significantly decreased on day 5 

compared to day 3 and day 1. Also, 3-day-treated 

cells showed a lower viability rate than 1-day-

treated cells. These data suggest that the effects of 

these compounds are time-dependent. Also, A549 

cells showed a more significant decrease in cancer 

cell viability in all three periods (day 1, 3 and 5) 

than HT-29 cells(P≤0.05).   

Morphology of HT-29 cells 

The control cells and treated cells with IC50 

concentration of coumarin were stained with 

Giemsa staining and examined by invert 

microscopy. In this type of staining, chromatin 

compaction, nuclear shrinkage and cell shrinkage, 

confirmed cell death and apoptosis in the cells 

treated with coumarin. According to these images, 

morphological changes were more pronounced in 

the cells treated with coumarin. 

Real-Time RT-PCR analysis of apoptosis-related 

gene expression in the cells 

The results showed that increased expression of 

Bax and Bad genes and decreased expression of 

Bcl2 gene in the cells under 24-hour treatment with 

IC50 concentration of coumarin were significantly 

different compared to control group (P≤0.001), 

indicating a simultaneous induction of apoptosis in 

the cells treated with these compounds for 24 

hours. Also, according to the results, the 

aforementioned genes were significantly increased 

in coumarin-treated A549 cells compared to HT-29 

cells. 

Discussion 

Cancer is one of the most widespread malignant 

diseases worldwide. One of the most common 

cancers is colorectal cancer. As the rate of aging in 

non-industrialized countries increases, the number 

of cases of the disease is also rapidly increasing. It 

is a public health problem in most parts of the 

world, with different epidemiological features 

around the world. Among the factors contributing 

to the incidence of colorectal cancer are genetic 

and environmental factors such as inappropriate 

diets, obesity, smoking, and alcohol. The first step 

in the development of this cancer and the formation 

of adenomas is the uncontrolled proliferation of 

intestinal epithelial cells, which mainly occurs as a 

result of apoptosis inhibition. Among the general 

processes for effective treatment of cancers are 

inhibition of DNA synthesis, control of free radical 

production and regulation of cell cycle, and 

induction of apoptosis and cell death and 

autophagy. Apoptosis is a regulated process of cell 

death that occurs in response to various stressors 

such as physiological, pathological or cytotoxic 

stimuli in the body. It is characterized by 

morphological changes including cell shrinkage, 

chromatin condensation, and apoptotic body 

formation. As a result, active stimulation and 

induction of this process is a particularly 

interesting strategy for the treatment of many 

cancers. Another important type of cell death is 

autophagy, autophagy is an intracellular process 
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that can substantially induce cellular damage by 

external stimuli such as chemical agents, oxidative 

stress and nutritional deficiencies and protect the 

cell in stressful conditions. This process plays an 

important role in life, development, differentiation, 

and homeostasis and is involved in a wide range of 

diseases including cancer, neurodegenerative 

diseases, and so on. Therefore, many drugs 

produced in the field of cancer today regulate 

autophagy death. It should be noted that the role of 

autophagy concerning cancer cells is bilateral and 

controversial because on the one hand autophagy 

can increase viability by inhibiting cell death and 

on the other hand it may be associated with 

apoptosis and induce cell death. 

Coumarin is a natural compound found in a 

variety of herbs including licorice, lavender and, 

cinnamon, which has many medicinal properties. 

Among all of its diverse biological properties, the 

features such as having anti-tumor and anti-

proliferative activity and its role in disease 

prevention comparing to other plant extracts, have 

led the researchers to study the properties of its 

compounds as cancer drugs have increased 

dramatically. 

The present study aimed to investigate the 

effects of coumarin on Apoptotic Genes 

Expression in Lung and Colorectal Cancer Cells. In 

the present study, it was observed that coumarin 

had dose- and time-dependent cytotoxic effects on 

the viability of HT-29 and A549 cancer cells as 

well as morphological changes, including changes 

in nucleation, cell shrinkage, chromatin 

compaction by staining, confirming apoptosis. The 

results of this study also showed that the lethal 

effect of these compounds was dose- and time-

dependent, which intensified with increasing dose 

as well as treatment time. In confirmation of 

morphological observations, the results of qRT-

PCR and western blotting also showed an increase 

in the expression of proapoptotic genes. In a study 

in 2017, Wang et al. investigated the induction of 

caspase-dependent apoptosis and autophagy by a 

coumarin hybrid compound on lung cancer cells 

and concluded that this compound inhibited the 

expression of the Bcl2 gene in the apoptotic 

pathway and activated Bax gene expression. Also, 

in the cells treated with coumarin, the double-

layered membrane of the autophagosome, 

especially autophagic vacuoles, has been observed, 

and finally the study demonstrated that like most 

chemotherapy drugs, coumarin hybrid has been 

able to run the autophagy pathway in lung cancer 

cells.  Many studies have been performed on the 

anti-tumor and cytotoxic effects of coumarin, 

confirming our results in this study, for instance, 

and several researchers found some natural 

coumarin compounds which induced apoptosis in 

cancer cells. The effect of the coumarin 

synthesized product (5-P-chlorophenyl-2-benzo 5, 

6-coumarin-3-yelthylidene aminothiazole) in an in 

vivo and in vitro study, was also evaluated. This 

syntactic compound had activity against Ehrlich 

ascites carcinoma in mice and also had a cytotoxic 

effect on human cancer cells MCF-7, PC3, HepG2, 

and HCT-116. Also, the expression of the P53 gene 

in the mice treated with coumarin, was increased 

compared to the control group.  

Conclusion  

The results showed that coumarin reduced the 

viability and proliferation of HT-29 and special 

A549 cells by dose and time significantly 

(P≤0.001), moreover, it has been observed that the 

viability rate of the treated cells on the fifth day, 

significantly decreased compared to the control 

group (P <0.05). Morphological changes, such as 

reduced chromatin density and cell turnover, were 

also noticeably observed in the cells. Also, 

molecular results showed that coumarin could 

significantly increase the expression of Bax and 

Bad genes and decrease the expression of Bcl-2 

gene. Coumarin is capable of anti-proliferative 

activity and induces apoptosis effectively against 

colon and lung cancer cells. 
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 مقدمه.  1

مراحل اولیه ممکن است  در    که   است   ای مرحله   چند   یند ا فر   یك   ن سرطا 
  مه و در ادا   سرعت توسعه این بیماری کند و معمولًا بدون علائم باشد 

سرطان دستگاه    ترین سرطان کولون شایع  . ]1[گردد    ه ند رو پیش و    سریع 
خصوص در کشورهای  به   گوارش و سومین سرطان شایع در مردان و زنان 

ان در مرحله اول  سرطان کولون غالباً در انس   . ]2[باشد در حال توسعه می 
گردد که  های اپیتلیوم ایجاد می توسط تکثیر شدید و بدون کنترل سلول 

طور عمده در نتیجه  شود که به گیری آدنوم می درنهایت منجر به شکل 

کنترل  سلولی  آپوپتوزسلول چرخه  توقف  یا  سرطانی نشده  ایجاد   های 
در    گ مر های علت  سته د سر   ان عنو یه نیز به ر   ن . سرطا ]4  ,  3[گردد می 
  موارد،   صد در   86  در   ی که ر طو به   د، میشو   ها شناخته سرطان   اع نو ا   ن میا 
  29  علت و    ند ا ده کر   ت فو   تشخیص از    سال پس   5  ت مد   ف ظر   ران بیما 
  70. حدود  ]5[ست  ا   بدخیمی   ین ا   ن، سرطا از    های ناشی مرگ   کل   صد در 

در    ش  ـجه .  باشد ها می درصد علت بروز این سرطان، جهش در بیان ژن 
و    DNAسیب  آ   ، رویه سلول باعث تکثیر بی   تئین سرکوبگر تومور و پر ژن  

ها و  ر کا راه   د جو و   با   ، ستا را   ین در ا .  ]6[  د و  ـیش  ـم   ل سرطانی شدن سلو 
متنو  در   ی پیشگیر   یندهای ا فر   ع، تحقیقات    ز هنو   یج را   ی ها ن ما و 

  یزی الهام حو  :مسئولة  نویسند*  
  شانایای یساتگروه ز  نشاانی:

 یددانشادده لووم  دانشاهاه شاه
 یرانچمران اهواز  اهواز  ا

 06133331045  : وفنت 
 رایانامه: 
 e.hoveizi@scu.ac.ir                                       

 :ORCIDشنایه 
 0000-0002-3285-5682 

 نویسانده اول:  ORCIDشانایاه  
0000-0002-3285-5682 

 

 ها:کلیدواژه
  ین، کومار   یتوتوکسیسیته، س 

ر  سرطان  کلورکتال،    یه، سرطان 
 آپوپتوز 

 چکیده
 

ــال:  زمینه و هدف ــمیت  وبالا  یولوژیکیب یتفعال  یلمحققان به دل  یر،اخ  یهادر س ــرطان   یتکم، بر فعال  س ــدس   یض
ــ  یعوارض جـانب  تواننـدمی  کـه  انـدتمرکز کرده  ینکومـار ــر،  مطـالعـه  ازکننـد. هـدف  یرا خنث یاز پرتودرمـان  ینـاشـ   حـاضـ
 .باشدیم A549و  HT-29 یهارده یسرطان هایبر سلول ینکومار یتوتوکسیك س یراتتأث بررسی

العـه تجرب  یندر ا  :هااو روش  مواد ار  ی،مطـ ــتوو کومـ ــلول  یـهته  یناسـ ا  هـاو سـ  25و    20،  15،  10،  5  هـایغلظـت  بـ
شــد. غلظت    ارزیابی  هاســلول  یبقا و مورفولوژ یمار،روز پس از ت 5و   3، 1  یشــدند و در روزها  یمارآن ت  یکرومولارم

IC50  با اسـتااده از روش    ینکومارMTT  درآپوپتوز    یردرگ  هایژن یانب ین. همچنیددمحاسـبه گر  یدر دو رده سـلول
 طرفهیك   واریانسیبا اســـتااده از روش آمار  هایافتهشـــد.    یابیارز qRT_PCRبا روش   Bcl-2و    Bax, Badهمچون  

 یدگرد یلتحل
را    A549و   HT-29  هایسـلول یربقا و تکث  میزان  زمان،  وصـورت وابسـته به دوزبه  یننشـان داد که کومار یجنتا :هایافته
در روز پنجم    یمارشـدهت  هایدر سـلول  یسـلول یدرصـد بقا ینهمچن  دهدی(کاهش مP≤0.001)  یدار-یطور معنبه

را نشـان داد    داریو سـوم هم کاهش معن  اول  روز  هایکه نسـبت به نمونه یافتشـدت کاهش نسـبت به گروه کنترل، به
(P≤0.001تغ .)ــلول  یموروفولوژ  ییرات ــدن و چروک  ی،همچون کـاهش تراکم سـ ــلول  یـدکیگردشـ ه  نیز  هـاسـ طور  بـ

وسـ لول  یمحسـ د. همچن یمارت  هایدر سـ اهده شـ ده مشـ ان داد که کومار  یمولکول  یجنتا  ین،شـ بب   یننشـ ت سـ توانسـ
ــلول یژن  ییراتتغ  ینگردد کـه ا  Bcl-2ژن    یـانو کـاهش ب  Bax, Bad هـایژن  یـانب داریمعن یشافزا   A549  هـایدر سـ
 بود. HT-29از  یشترب دارییطور معنبه

کولون و    یسرطان  هایدر برابر سلول  یمؤثر  یآپوپتوز   یو القا   یریضدتکث  یتقادر است فعال  ینکومار   :گیرینتیجه
 داشته باشد. یهر
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مؤثرتری  ا چاره و    باشد نمی   رضایتبخش    ]7[کند  می   طلب را  ندیشی 
همچنین باور قوی بر نوع رژیم غذایی و تأثیر آن در ابتلا به سرطان وجود  

ویژه  ها به دارد، از این رو رژیم غذایی، عامل مهمی در بروز انواع سرطان 
 .  ]8[باشد  سرطان کلون می 

های بیولوژیك  در این میان، مطالعه بر فلانوئیدها به دلیل فعالیت 
ها  کومارین  . ]9[های اخیر رو به رشد است  ها در سال مختلف این مولکول 

ترکیبات   هی گرو  فنولی    از  به پلی  که  هستند  در  طبیعی  عمده  طور 
در این میان نشان  د.  شون یافت می  Apiaceae و  Rutaceae های خانواده 

ای از این  که دسته   isopentenyloxycoumarin-7که  است  داده شده  
، ضدالتهابی، ضدقارچی و  باشد، تأثیرات امیدبخش ضدسرطانی گروه می 

پلی    . در دهه گذشته مشخص شد ]10[ضدباکتریایی دارد   ترکیبات 
اکسیدانی، دارای اثر ضدتکثیری  فنولی علاوه بر فعالیت ضدالتهابی، آنتی 

سلول  در  آپوپتوز  محرو  می و  سرطانی  این  های  دلیل  به  که  باشند 
قات نشان  . تحقی ]11,9[اند  های قوی مورد توجه محققان بوده ویژگی 
واسطه  به   معده انسان   نوم ی آدنوکارس دهد استااده ازکومارین، از تکثیر  می 

ای گزارش شده است  . در مطالعه ]12[کند  تحریك آپوپتوز ممانعت می 
تواند در حااظت قلب موش صحرایی در مقابل  کوماریك اسید می - که پی 

. ترکیبات  ]13[استرس اکسیداتیو ناشی از دوکسوروبیسین مؤثر باشد  
سال  در  فعالیت کومارین  دلیل  به  اخیر  مختلف،  های  بیولوژیکی  های 

ژیکی قبلی بر مشتقات  اند. مطالعات فعالیت بیولو اهمیت فراوانی یافته 
کومارین نشان داد که این ترکیبات خاصیت ضدتومور دارند. تأثیرات  

اکسیدانی قوی و محافظتی در برابر استرس اکسیداتیو همراه با مهار  آنتی 
ها گزارش شده  های فعال اکسیژن نیز برای هیدروکسی کومارین گونه 
نشان می   .است  ترکیبات  مطالعات  کومارین  هیدروکسی  - 4و    3دهد 

بررسی    .شوند سبب مهار تکثیر سلولی در رده سلولی سرطان معده می 
توانند بر رشد  مکانیسم عمل کومارین نشان داد که ترکیبات کومارین می 

سلول  متابولیسم  انسانی و  تومور  همچنین   MCF-7 های  باشند.  مؤثر 
،  Bcl-2مطالعات نشان داد که برخی ترکیبات کومارین با کاهش بیان  

رشد سلول خاص  مهارکننده  و  و  یت ضدتکثیری  کومارین  دارند.  را  ها 
هستند و   MEK1/2 های ویژه و آلوستریك مشتقات آن، از مهارکننده 

های سلولی سبب کنترل فعالیت  همچنین با تأثیر بر سایر سیگنالینگ 
گیر ترکیبات  شوند؛ بنابراین با توجه به تأثیرات مستقیم و چشم آنها می 

های مولکولی مؤثر در روند رشد، تکثیر و بقای  گنالینگ کومارین بر سی 
سلولی و تأثیر بر ردوکس سلولی و از سوی دیگر عوارض جانبی ترکیبات  

ترکیبات  مشتق  و  داروها  به  نسبت  کومارین  مانند  گیاهان  از  شده 
کند.از این رو پیرو  شیمیایی، هرگونه مطالعه در این زمینه را ضروری می 

گرفت  صورت  بر  مطالعات  کومارین  تأثیر  بررسی  کمبود  همچنین  و  ه 
، مطالعه حاضر با هدف بررسی تأثیرات  HT-29و    A59های سرطانی  رده 

با توجه به مشکلات موجود در  سیتوتوکسیك و ضدسرطانی کومارین  

از داروهای شیمیایی برای درمان سرطان   با استااده  تأثیرات  رابطه  و 
و  HT-29 های ی سرطانی رده ها جانبی کمتر داروهای گیاهی بر سلول 

A549   باشد. می 

 ها . مواد و روش 2

در آزمایشــگاه تحقیقاتی کشــت    د که اشــب می این مطالعه از نوع تجربی  
شـناسـی دانشـکده علوم دانشـگاه شـهید چمران اهواز  سـلول گروه زیسـت 

و کولون    های ســرطانی ریه روی ســلول   1397- 1398های  طی ســال 
ــانــ ــد   HT-29و    A459رده    ی انســ شــ اخــلا :    انــجــام  )کــد 

EE/97.24.3.70419/Scu.ac.ir  .) 

 یازی کومارین آماده   . 2.1
میکرومولار از کومارین    25و    20،  15،  10،  5های  برای تهیه غلظت 

 (Sigma, UAS  ) محیط  سی  سی   1برای هر غلظت، در    را   مقدار لازم از آن
سرسرنگی، در    0/ 22دن با کمك  کر پس از فیلتر  حل و    DMEM  کشت 

  تا زمان استااده نگهداری شدند گراد(  درجه سانتی   4یخچال )دمای  
]21-23[ . 

 .کشت و پایاژ یوولی 2.  2

در این مطالعه، ابتدا رده ســـلولی آدنوکارســینوما کولورکتال انســانی    
HT29   های غیرکوچك سـرطانی ریه  و رده سـلولA549    از بانك سـلولی

انسـتیتو پاسـتور تهران خریداری شـد و پس از شـمارش با لام نئوبار و  
تااده از رنگ  د بقا با اسـ ت تعیین درصـ  آمیزی تریپان بلو در محیط کشـ

 (Dulbecco's  modified Eagle's medium  Gibco, USA    )DMEM  
د    10حاوی   ت    FBS  (Fetal bovine serum, Gibco, USA)درصـ کشـ

دند. سـ ینا، ایران( با  شـ رکت سـ د،    CO2  5پس در انکوباتور )شـ   95درصـ
گراد نگهداری و تکثیر گردیدند.  درجه سـانتی   37درصـد رطوبت و دمای  
درصـد رسـید، پاسـاژ سـلولی با    80ها در فلاسـك به  زمانی که تراکم سـلول 

ها  ( انجام شـد و سـلول (EDTA  Gibco, USAاسـتااده از آنزیم ترپسـین/ 
داد   ا تعـ ت     cells/well  104   ×1تقریبی بـ اهکی محتوی    96در پلیـ چـ
 .  ]19,4[کشت شدند    DMEM   محیط 

 ها  . برریی مورفولوژیدی یوول 3.  2

ها، در هرکدام از دو نوع سلول، از گروه  برای بررسی مورفولوژیکی سلول 
-که با کومارین تیمار نشدند( و گروه   A549و    HT-29های  کنترل )سلول 

میکرومولارکومارین    25،  15،20،  10،  5های  ای تیمار شده با غلظت ه 
روز با دوربین دیجیتال متصل به میکروسکوپ معکوس    5و    3و    1پس از  

عکس گرفته شد و تصاویر میکروسکوپی برای هر    X   20با عدسی شیئی 
 مقایسه شدند. های کنترل و تیمار بررسی و  سلول در گروه 

 ها یازی رنگ گیمسا و برریی تغییرات یوول . نحوه آماده 4.  2
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درصــد آماده شــد    4( با غلظت  Giemsa, USAابتدا رنگ گیمســا )   
ســی آم مقطر حل  ســی   100گرم از پودر گیمســا در    4طوری که  )به 

پس بعد از   د( و سـ د.  دقیقه به   10شـ افی واتمن فیلتر شـ یله کاغذ صـ وسـ
آمیزی به  کار گرفته شــد. رنگ آمیزی به کننده رنگ ثابت   عنوان متانول به 

ها قرار گرفت و  دقیقه روی ســلول   5این نحو اســت که متانول به مدت  
دقیقـه    20رنـگ بـه مـدت    µl100 ســـپس متـانول خـارو شـــد و میزان  
پس با   د. به   PBSجایگزین متانول گردید و سـ و داده شـ تشـ سـ منظور  شـ
با    HT-29و    A459های رده  ســلول   ارزیابی تغییرات هســته و موفولوژی 
لول  ا، این سـ تااده از رنگ گیمسـ   cells/well    104  تقریبی ها با تعداد  اسـ

حــاوی    DMEMچــاهـکـی در مـحـیـط کشــــت    96در پـلـیــت     1× 
ه   20و    25)غلظـت    IC50غلظـت  ه ترتیـب  میکرومولار بـ     IC50عنوان  بـ

HT-29    وA549  دند    48( از محلول کومارین به مدت اعت کشـت شـ سـ
پ  سـته و با   PBS ها با ها خارو گردید. سـلول س محیط رویی سـلول سـ شـ

آمیزی شــدند و  متانول تثبیت شــدند. ســپس با رنگ گیمســا رنگ 
 .  ]5،  4[مورفولوژی سلولی زیر میکروسکوپ اینورت بررسی گردید  

 . ارزیابی بقای یوولی 5.  2

از ارزیابی فعالیت حیاتی سلول از آزمون احیای    IC50منظور تعیین به   
MTT  3-(4, 5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltertrazolium 

Bromide)  احیای آزمون  این  اساس  شد.  استااده   )MTT     رنگ به 
باشد. میزان فورمازون تولید  های دهیدروژناز می فورمازون در حضور آنزیم 

باشد. بدین منظور  مانی سلول می زنده شده، شاخصی از فعالیت حیاتی و  
میکرومولار از    25، 20،  15، 10،  5های ها با غلظت پس از تیمار سلول 
ها برای آزمون بقا سنجیده شدند.  روز، سلول   5و    3،  1کومارین به مدت  

در پلیت    cells/well   104  ×1ها به تعداد بدین صورت که ابتدا سلول 
های معین کشت شدند. در روزهای  غلظت خانه کشت و با کومارین با    96

و  تعیین  خارو  چاهك  هر  محیط  تازه    90شده،  محیط  میکرولیتر 
ای منتقل شد و  خانه   96های  صورت جداگانه به هر چاهك از پلیت به 

میکرولیتر  1000در    MTTگرم    MTT (005 /0 میکرولیتر    10سپس  
PBS گراد  درجه سانتی   37ساعت در دمای    3( افزوده گردید و حداقل

میکرولیتر    100خارو و به هر چاهك    MTTانکوبه شد. سپس محلول  
دقیقه    20افزوده شد.    (Merck, USA, 100%)دی متیل سولاوکساید  

در دمای آزمایشگاه انکوبه و مخلوط شدند و پس از آن، جذم نوری  
 Statنانومتر با استااده از دستگاه الیزا ریدر )   570ها در طول موو  نمونه 

fax 2100, Florida, USA اندازه از  (  است که  گیری شد. شایان ذکر 
های تیمارنشده در هر دو رده سلولی به عنوان نمونه کنترل استااده  سلول 
 .  ]14[شد  

   qRT-PCRو انجام    RNAایتخراج  .  6.  2

  24و تیمار    A549و    HT-29های  در مطالعه حاضر، پس از کشت سلول   
،  Bcl-2های  ژن   mRNAکومارین الگوی بیان    IC50ساعته با غلظت  

Bax    وBad    با استااده از روشqRT-PCR    انجام شد. برای جداسازی
RNA   ها ابتدا با ترپسین جدا و پس از شستشو به کمك  سلولQIAzol  

و شستشوهای    RNAدقیقه لیز شدند سپس برای استخراو    5به مدت  
ور خلوص بالاتر از کلروفورم و ایزوپروپانول خنك و سپس  منظ بیشتر به 
اتانول   رسوم    75از  اتانول  از  استااده  با  سپس  شد.  استااده  درصد 

سانتریاوژ    7500rpmدقیقه با دور    8وجودآمده حل گردید و به مدت  به 
میکرولیتر    50حاصل در آم    RNAو سپس در زیر هود خشك شد و  

از    RANasآم بدون   اندازه حل گردید.  نانودرآپ برای  گیری  دستگاه 
  280/ 260های  ها در طول موو RNAو سنجش کیایت    RNAغلظت  

 cDNA   (Taq Man Reverseوسیله کیت سنتز  نانومتر استااده شد. به 

Transcription Kit   )1و پیرو دستورالعمل شرکت سازنده،    )کیاژن، ژاپن  
از   هگزامر،  تخلیص   RNAمیکروگرم  راندم  پرایمر  با   dNTPشده 

mixture     گراد  درجه سانتی   65دقیقه در دمای    5و مخلوط به مدت
انکوبه شد. سپس، بافر، پروتئین مهارکننده ریبونوکلئاز و آنزیم افزوده شد  

  cDNAنانوگرم از    40هر نمونه  و دستگاه ترموسایکلر قرار داده شد. برای  
)کیاژن،    Power SYBER Green master mixسنتز شده با استااده از  
میکرولیتر از هر پرایمر )جدول    0/ 5میکرولیتر و    10ژاپن( در حجم نهایی  

 Real Time    (ABI, Applied Biosystems, USA)( توسط دستگاه   1

PCR انجام شد. تحلیل داده ( های سیکل آستانهCT  )  هر نمونه با استااده
نرم  پذیرفت    StepOneافزار  از  ژن انجام  از  استااده  با  نرمالیزاسیون    و 

GAPDH   گرفت طراحی انجام  پرایمرهای  از  .  ژن  هر  برای  شده 
 . ]15[ استخراو شد   Http: // www . ncbi. nlm. nih. govسایت 

 آغازگر ایتفاده شده   های ی . توال 1جدول  

Tm (C) Primer Sequence (5'→3') Name  
 GCTGGACATTGGACTTCCTC BAX (F) 

58/5 ACCACTGTGACCTGCTCCA BAX (R) 
 CGGAGGATGAGTGACGAGTT BAD (F) 

58/3 CCACCAGGACTGGAAGACTC BAD (R) 
 GATGGGATCGTTGCCTTATGC BCL-2 (F) 

58/8 CCTTGGCATGAGATGCAGGA BCL-2 (R) 
57             GCAAGAGCACAAGAGGAAGA 

           ACTGTGAGGAGGGGAGATTC 
GAPDH (F) 
GAPDH (R) 
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 آماری   برریی .  7.  2

افزار  نرم 18آمده، از نسخه  دست های به آماری داده   منظور تحلیل به 
SPSS  ((IBM SPSS, Armonk, NY, USA   آزمون    آماری   و 

ستااده شد.  با آزمون توکی ا   (ANOVA)  طرفه تحلیل واریانس یك 
نرم  کمك  با   Microsoft Excel 2013 (Microsoftافزار نمودارها 

Corp., Redmond, WA, USA)   تااوت و  سطح  رسم  در     ها 
05 /0P<   دار در نظر گرفته شد. معنی 

 ها  یافته .  3

 . مورفولوژی یوولی 1.    3
و رده سلولی    HT-29های سرطانی رده کولورکتال انسانی  سلول   

با کمك میکروسکوپ اینورت مشاهده و بررسی    A549سرطانی ریه  
صورت  های مختلف، کومارین به شدند و مشخص شد که در غلظت 

وابسته به دوز و زمان، سبب تغییرات محسوسی در شکل و حالت  
گردی سلول  کنترل  نمونه  با  مقایسه  در  شامل  ها  تغییرات  این  د. 

توجه حجم سلولی و گرد شدن سلولی بود و همچنین  کاهش قابل 
افزایش دوز و زمان   با  بود که  گرانولاسیون سلولی مشاهده شده 

 (.  2و    1تر نیز شدند )شکل تیمار، این تغییرات برجسته 

 
با    HT-29  یماریافته ت   ی ها یوول   - ب   -   HT-29نرمال    ی ها یوول   - الف   - ینورت ا   یدرویدوپ )کولون( با م HT-29رده    ی ها یوول   ی مورفولوژ   ی . برری 1شدل  

ن پس  ی کومار   IC50با غوظت    HT-29  یماریافته ت   ی ها یوول   - د -   یمسا گ   یزی آم با رنگ   HT-29نرمال    ی ها یوول   - ج   - یالت    24پس از    ین کومار   IC50غوظت  

 . مسا ی گ   یزی آم یالت با رنگ   24از  

 
  IC50با غوظت    A549  یماریافته ت   ی ها یوول   - . ب A549نرمال    ی ها یوول   - . الف ینورت ا   یدرویدوپ ( با م یه )ر   A549رده    ی ها یوول   ی مورفولوژ   ی . برری 2شدل  

یالت با    24پس از    ین کومار   IC50با غوظت    A549  یماریافته ت   ی ها یوول   - . د یمسا گ   یزی آم با رنگ   A549نرمال    ی ها یوول   - یالت. ج   24پس از    ین کومار 

 . یمسا گ   یزی آم رنگ 
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 . ارزیابی بقای یوولی 2.  3
زنده  درصد  سلول مقایسه  روش  مانی  با  و    MTTها  گرفت  انجام 
تیمارشده با    A549 و    HT-29رده     های سرطانی درصد بقای سلول 

به  غلظت  نسبت  موردآزمایش  روزهای  در  کومارین  مختلف  های 
  25غلظت    MTTنمونه کنترل بررسی شد. براساس نتایج آزمون  

  24میکرومولار کومارین در مدت زمان    20میکرومولار و غلظت  
  A549و    HT-29های  ترتیب برای سلول به    IC50عنوان  ساعت به 

ماند  زنده  بقا در  ن سلول تعیین گردید. درصد  آزمون  براساس  ها 
با غلظت سلول  میکرومولار    25، و 20،  10،  5های  های تیمارشده 

و    58،  72،  87،  93ترتیب  به   HT-29های رده  کومارین برای سلول 
،  89،  92ترتیب  به    A549های  درصد بود. همچنین برای سلول   47
نشان داده شده است.    1درصد بود که در نمودار    39و    51،  65

ها نشان داد بقای هر دو رده سلولی تحت تیمار  گونه که داده همان 
داری نسبت به نمونه کنترل، کاهش یافت  طور معنی با کومارین به 

 (P<0.001 سلول حساسیت  همچنین  و  به    A549های  (  نسبت 
دار  میکرومولار معنی   5برای کومارین در غلظت    HT-29های  سلول 

تا    15های  و در غلظت   P<0.05ا  میکرومولار ب   10نبود و در غلظت  
 الف(.  - 3داری بیشتر بود )شکل طور معنی به   P<0.001 با   25

نشان داد که    MTTها با روش  مانی سلول همچنین درصد زنده 
  IC50پس از تیمار با غلظت    A549و    HT-29های سرطانی  سلول 

معنی  کاهش  کنترل،  گروه  به  نسبت  اول  روز  در  داری  کومارین 
ب داشته  سلول اند.  همان  قای  با  گرفتن  قرار  معرض  در  از  پس  ها 
 به  همچنین نسبت  و  کنترل  گروه  به  نسبت  سوم  روز  در  ها غلظت 

 بودن  زنده  یافت. درصد  کاهش  داری معنی  صورت به  تیمار  روز اول 

پنجم  موردآزمایش  های گروه  در  ها سلول  روز   گروه  به  نسبت  در 

که   شدت به  روزها  سایر  و  کنترل  یافت  نمونه  کاهش  به  نسبت 
دار را نشان داد  روز اول و سوم، کاهش معنی  های نمونه  و  کنترل 

 (P<0.001  3( )شکل - .)م 
 

 
  یدرومولار م   20و    25غوظت    یین و تع   MTTبا ایتفاده از آزمون    A549و  HT-29   ی ها بر بقای یوول   ین های مختوف کومار غوظت   یرات تأث   - . الف 3شدل  

در    MTTبقا با روش    ی . برری A459و    HT29های رده  بر بقای یوول   ین کومار    IC50غظت    یرات تأث   - . ب A549و    HT-29  های ¬یوول    IC50لنوان به   یب ترت به 

 (. P<0.05 ,**P<0.01,***P<0.001انجام گرفت )*   ین با کومار   یمار پس از ت   5و    3   1  ی ها روز 

های تیمار  های آپوپتوز در یوول نشانهر   mRNAبیان  .  3  . 3

 qRT-PCRشده با ایتفاده از  
  A549های سرطانی رده  برای سلول qRT-PCR  نتایج حاصل از    
ساعت    24کومارین بعد از    IC50های  تیمارشده با غلظت   HT-29و 

 Bad, Bax   (001 /0P< )های  بیان ژن  دار دهنده افزایش معنی نشان 
در مقایسه با نمونه کنترل بودند که این کاهش    Bcl-2و کاهش ژن  

سلول  سلول معنی >P 0/ 001با    A549های  برای  برای  و  های  دار 
HT-29    0/ 05با P< دار بود. همچنین مطالعات مولکولی تأیید  معنی

ژن ک  بیان  که  سلول رد  در  آپوپتوزی  طور  به   A549های  های 
افزایش یافته بود که برای    HT-29 های داری نسبت به سلول معنی 
  >P 0/ 01با     Bcl-2و برای ژن    >P  0/ 001با    Badو    Baxهای  ژن 

 (. 4بررسی شد )شکل  
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  25)غوظت    ین کومار   IC50با غوظت    یمارشده ت   A549و    HT-29  ی ها در یوول   qRT-PCRبا    شده یری گ اندازه   Bcl-2و    Bad, Bax  ی ها ژن   یان ب   یانهین . م 4شدل  

 یالت.   24( پس از  A549و    HT-29  ی ها یوول   یب ترت به   یدرومولار م   20و غوظت    یدرومولار م 

 (. P<0.05 ,**P<0.01,***P<0.001در نظر گرفته شده ایت(. )*   1کنترل    ی ها ژن   یان نمودار ب   ین )در ا 

 گیری . بحث و نتیجه ۴
های ها و فراورده ها و سبزی ترکیبات فنولی موجود در میوه  

هیدروکسی  های ساده، اسیدهای فنلی، مشتقات  آنها به فنل 
طبقه  وفلانوئیدها  میسینامیك  محققان بندی  شوند. 

به را  فنولی  ترکیبات  از  بسیاری  ترکیبات  عملکرد  منزله 
کردهآنتی  گزارش  قوی  که  ]16[اند  اکسیدان  آنجایی  از   .

پیشرفت سرطان، ارتباط نزدیکی با استرس اکسیداتیو دارد  
ات  دهد که بعضی از این ترکیبتحقیقات بسیاری نشان می

به برخی سرطانفنولی  درمان  در  ویژه  از  طور  های خاص 
، تعدیل  DNAکارهایی از جمله ممانعت از سنتز  طریق راه 
تولید   آزادرادیکالدر  تغییر  های  و  تنظیم چرخه سلولی   ،

باشند   مؤثر  آپوپتوز  ویژگی]17[مسیرهای  دلیل  به  های  . 
  اکسیدانی و نقش آنها در بخش این ترکیبات آنتیسلامتی

بیماری  از  خواص  پیشگیری  بررسی  به  محققان  علاقه  ها، 
به ترکیبات  بهاین  ضدسرطان  داروهای  طور عنوان 

چشمگیری افزایش یافته است. هدف از انجام این مطالعه،  
های سرطانی بررسی تأثیر کومارین بر القای آپوپتوز سلول

رده   رده    HT-29کولون  ریه  نتایج   A549و سرطان  است. 
دهنده کاهش بقای سلولی و  العه حاضر نشان حاصل از مط

های سرطانی ریه و کولون توسط کومارین  مهار رشد سلول 
بالا می  دوز  بهدر  که  باشد؛  کومارین  از  غلظتی  که  طوری 

ها شد  ساعت سبب سمیت پنجاه درصدی سلول  24پس از  

ترتیب در دوزهای  های سرطان ریه و کولون بهبرای سلول
دیده شد. همچنین نتایج این مطالعه    میکرومولار  25و   20

حاکی از آن است که اثر کشندگی کومارین وابسته به نوع  
طوری که در این مطالعه  سلول، دوز و زمان تیمار بود؛ به

سلول شد،  بررسی  پنجم  روز  تا  سلولی  بقای  های که 
به ریه  معنی سرطانی  به  طور  بیشتری  حساسیت  داری 

ی سرطانی کلون در هر سه  ها کومارین در مقایسه با سلول
اول، سوم و پنجم( نشان   روز موردمطالعه )یعنی روزهای 

)تا   دوز  افزایش  با  همچنین  و  و    25دادند  میکرومولار( 
همچنین زمان تیمار )تا روز پنجم( میزان تحریك آپوپتوز  

به  رده سلولی موردمطالعه  در هر دو  طور توسط کومارین 
آپوپتوز،معنی یافت.  افزایش  تنظیم   داری  فرایند  شده  یك 

دیده یا  های آسیبمرگ سلولی است که باعث حذف سلول
ارگانیسم  در  تخریب  بدون  بهناخواسته  کنترل  ها،  منظور 

گردد  رشد و ثابت نگاه داشتن شرایط محیط داخل بدن می
خوردگی  شناسی از جمله چروو و از طریق تغییرات ریخت 

سام آپوپتوتیك  سلولی، متراکم شدن کروماتین و تشکیل اج 
فعال  ]18[گردد  مشخص می القای  و  نتیجه، تحریك  . در 
کاری جالب توجه برای  صورت اختصاصی، راه این فرایند به 

  نتایج حاصل از    .]19[ها است  درمان بسیاری از سرطان 

qRT-PCR های سرطانی رده  این مطالعه برای سلولA549  
های تعیین شده کومارین نیز  تیمارشده با غلظت   HT-29و
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معنی نشان افزایش  ژندهنده  بیان    Bad, Baxهای  دار 
معنی  ژن  وکاهش  کنترل    Bcl-2دار  نمونه  با  درمقایسه 

بودند   تیمار(  گونه  هیچ  بقای )بدون  مکانیسم،  این  با  که 
 گیری داشت. های سرطانی، کاهش چشمسلول

اثر ضدتکثیری عصاره  ای مشابه درخصوص  در مطالعه 
دارچین   مانند  فنولی  ترکیبات  گیاهی حاوی  هیدوروالکی 
بیان   ریه،  بر سرطان  داروی سیکلوفساامید  با  مقایسه  در 
شده که عصاره دارچین توانسته است مرگ سلولی را در  

افزایش دهد و همچنین بیان    A459های سرطانی رده  سلول
دهد  ژن افزایش  را  آپوپتوز  القاکننده  این  ]19[های  در   .

این مطالعه، سلولمطالعه، سلول انتخابی مشابه  های های 
A549    بودند و در تشابه تحقیق ما عصاره گیاهی محتوی

ترکیبات فنلی بالا، سبب افزایش بیان نشانگرهای آپوپتوزی  
ژن   کاهش  و    BCL2و  مزارعی  همچنین  است.  گردیده 

( مطالعه 2018همکاران  در  خواص  (  تعیین  مورد  در  ای 
آنتی آنتی  فعالیت  گیاهان،  گیاهان  اکسیدانی  اکسیدانی 

افنسطین، اویشن، بابونه، برنجاسف،    موردمطالعه که شامل
بنه، بومادران، درمنه، زعاران، زوفا، کاکوتی و کلپوره بود را  

. همچنین  ]20[غالباً به حضور ترکیبات فنلی نسبت دادند  
فنول پلی  گروه  از  اسید  خواص  کوماریك  دارای  ها 

های و القای آپوپتوزی مؤثری در برابر سلول  اکسیدانیآنتی 
پستان  است    MCF-7رده    سرطانی  شده   .]10[گزارش 

مطالعه  در  ترکیبات  همچنین  که  شد  داده  نشان    -7ای 
ها هستند  فارنسیل اکسی کومارین که از مشتقات کومارین

آنزیم   بر  مهاری  اثر  داشتن  در    -15با  لیپواکسیژناز 
می ضدسرطانی  فعالیت  باعث  پروستات،  شوند تومورهای 

مطالعه ]21[ در  محققان  که  .  کردند  بیان  نیز  دیگر  ای 
تواند با مهار رشد  ترکیبام جدید کومارین و مشتقات آن می

  تأثیر ضدسرطانی بر   MCF-7و    A549سلولی در رده سلولی  
بگذارند  سرطان پستان  و  ریه  آنها  ]22[های  مطالعه  در   .

IC50    میکرومولار    1/0مؤثرترین ترکیبات کومارین حدود
توجه، حتی بالاتر  دهنده تأثیرات قابل گزارش شد که نشان

های استاندارد رفرنس، مشتقات کومارین بر القای  از نمونه
سلول  میمرگ  سرطانی  همکاران های  و  حقیقی  باشد. 

از مشتقات کومارینی  2010) ( خاصیت ضدسرطانی یکی 
 TCCهای رده ایزوپنتیل اکسی کومارین بر سلول -7به نام 
بررسی کردند و نتایج آن این گونه بود که این ترکیب  را  

القای آسیب  می با  تراکم کروماتین    DNAتواند  افزایش  و 
عنوان عامل ضدسرطانی در سرطان مثانه باشد. در این  به

های متااوت از مطالعه ما یعنی سرطان  که در سلولمطالعه  
مثانه انجام شده و به نقش و مکانیسم متااوتی از مشتقات  

  DNAواسطه آسیب به  کومارینی بر توقف چرخه سلولی به
کاسپاز   احتمالی  نقش  داشته    3و  اشاره  اپوپتوز  القای  در 

هم که  است.  داد  نشان  آنها  نتایج  حاضر،  مطالعه  با  سو 
ای مؤثر در توقف رشد  مشتق شده از کومارین، مادهترکیب  
غلظت  های سرطانی محسوم میسلول آنها  و    IC50شود 

را   ترکیب  میلی   65این  بر  دادند  میکروگرم  گزارش  لیتر 
ها به علت تااوت در نوع که این اختلاف در غلظت  ]23[

استخلاف سلول و  خلوص  سرطانی،  و  های  ترکیبات  های 
مطالعات مختلف اثر  باشد.  شگاهی میشرایط متااوت آزمای

واسطه داشتن  ضدتکثیری عسل را در برابر سرطان کولون به
پی جمله  از  فنلی  بالای  تأیید  -محتوای  اسید  کوماریك 

 .  ]24[کردند  
سرطان از  بسیاری  پروتئین در  پروآپوپتوتیك  ها،  های 

حالی  در  شدند  غیرفعال  و  جهش  پروتئین دچار  های  که 
گردند که منجر به رشد  ازحد بیان میآپوپتوتیك بیش آنتی 

پاسخ تومور،  استرس  نامطلوم  به  سلولی،  ندادن  های 
گردد. از این رو امروزه  می  DNAهای مضر و آسیب  جهش 

دا از  سبب  بسیاری  سرطان،  زمینه  در  تولیدشده  روهای 
مرگ سلولی می نشان  ]25[شوند  تنظیم  قبلی  مطالعات   .

های  دهند که کومارین و مشتقات آن در درمان سرطانمی
سلول کارسینومای  بدخیم،  ملانوما  ازجمله  های مختلف 

به پروستات  سرطان  و  می کلیوی  و     Chenرفتند.  کار 
مارین و فنیل سولاونیل همکاران ترکیبی هیبریدی از کو

سنتز کردند که فعالیت ضدتکثیری معناداری   رافوروکسان  
همچنین     Wang.  ]25[در برابر آدنوکارسینومای ریه داشت  

، خاصیت القای آپوپتوز وابسته  2017و همکاران در سال  
و اتوفاژی توسط یك ترکیب هیبرید کومارینی    Caspaseبه  

ی کردند و به این نتیجه  های سرطانی ریه را بررسبر سلول
ژن   بیان  ترکیب،  این  که  مسیر    Bcl2رسیدند  در  مؤثر 

را فعال کرده است همچنین    Baxآپوپتوز را مهار و بیان ژن  
های تحت درمان با این ترکیب کومارین، غشای  در سلول 

اتوفاگوزوم  به دوتایی  واکوئل ها  اتوفاژیك،  خصوص  های 
دا نشان  نهایت  در  و  است  شده  همانند  مشاهده  که  دند 
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درمانی این ترکیب هیبرید کومارین  بیشتر داروهای شیمی
سلول در  را  اتوفاژی  مسیر  ریه  توانسته  سرطانی  های 

. بنابراین با توجه به نقش کومارین در  ]26[اندازی کند  راه 
سیگنالینگ  در  آن  دخالت  و  سلولی  آپوپتوز  های  القای 

، استااده از  هامولکولی درگیر در روند رشد و بقای سلول
مشتق  میداروهای  کومارین  ترکیبات  از  گزینه  شده  تواند 

 مناسبی برای تحقیقات بیشتر در آینده باشد. 

ــتنتایج به ــان داد که کومارین بهدس ــورت آمده نش ص

وابســته به دوز و زمان دارای فعالیت ضــدتکثیری و القای 

و   HT-29های ســرطانی آپوپتوزی مؤثری در برابر ســلول

A549  ــد.می ــان داد که همچنین   باشـ نتایج مولکولی نشـ

ــت  ــبـب افزایش  کومـارین توانسـ هـای بیـان ژندار  معنیسـ

Bax, Bad   و کاهش بیان ژنBcl-2  که   گرددها  در ســـلول

لولاین تغییرات ژن طور به  A549های های آپوپتوزی در سـ

این نتایج در  بود.   HT-29های  داری بیشــتر از ســلولمعنی

ــنهاد  درو بهتر   ــرطانی کومارین و پیش ــدس ــیم ض مکانس

صــورت داروی جایگزین یا مکمل داروهای  اســتااده آن به

 باشد. شیمیایی در درمان سرطان ماید می

 تقدیر و تشکر 
شهید   دانشگاه  مصوم  تحقیقاتی  طرح  حاصل  مقاله  این 

بوده که هزینه تحقیقات    959چمران اهواز با کد اختصاصی  
پژوهانه اعتبارات  محل  است.    98سال    از  گردیده  تأمین 

مقالهنویسن این  معاونت    دگان  از  را  خود  تشکر  کمال 
فن و  چمرانا پژوهشی  شهید  دانشگاه  دلیل    وری  به  اهواز 

 .ندداراعلام می های مالیحمایت 

 تعارض منافع 

هیچمی  اعلامنویسندگان   که  در  کنند  منافعی  تضاد  گونه 
 حاضر وجود ندارد.  مطالعه خصوص 
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