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  28/09/1391تاریخ پذیرش:    30/11/1390تاریخ دریافت: 

 یدهچک
با توجه به شیوع سرطان سینه در ایران، شیب صعودي این بدخیمی طی دو دهه گذشته، میزان مرگ ومیر بـالاي مبتلایـان و    مقدمه:

، در ایـن  (milk thistle)از طرفی دیگر با توجه به مصرف خوراکی، ارزان بودن و دسترسی آسان عموم بـه عصـاره گیـاه خـارمریم     
  بررسی کنیم. MCF-7این فراورده گیاهی را بر روي سلول سرطان سینه رده  تحقیق برآن شدیم تا اثربخشی

هـاي مختلفـی از دارو    در حضـور غلظـت   MCF-7ي رده ها سلول در سرطان سینه، silibininبه منظور بررسی اثر  ها: مواد و روش
-Quantitative realو  Microculture Tetrazolium Test،  Immunoblotingهـاي   از آزمـون  .کشت داده شـد 
time PCR  تغییر بیان پـروتئین و  جهت بررسی اثر دارو برmRNA هـاي   ژنBax وBc1-2       و همچنـین القـاء مـرگ سـلولی

  .استفاده شد
ه صـورت    MCF-7هـاي   رشـد سـلول   silibininنشان داد که MTT بررسی میزان بقاء سلولی با استفاده از روش  :ها یافته را بـ

ژن  mRNAمیـزان بیـان    silibininدهد. همچنین نتایج حاصـل از ایـن تحقیـق نشـان داد کـه       هش میوابسته به دوز و زمان کا
Bax دهد، در حالی که بر مقدار بیان ژن  را از نظر آماري به طور معنادار افزایش میBcl-2     ا توجـه تأثیري نداشت. همان طور کـه بـ

نیز از نظر آماري به طور معنـادار افـزایش داشـت، در صـورتی      Baxن رفت، میزان بیان پروتئی انتظار می real-time PCRبه نتایج 
  تغییري حاصل نشد. Bcl-2که در مقدار پروتئین 

باشد و با توجـه   در مجموع، نتایج حاصل از پژوهش انجام شده مؤید اثربخشی این مکمل گیاهی علیه سرطان سینه می :گیري نتیجه
امکان دسترسی عموم، وارد کردن این مکمل گیاهی در رژیم غذایی ممکن اسـت در درمـان    به طبیعی بودن فراورده، هزینه پائین آن و

  سرطان سینه مؤثر باشد.
  .MCF-7  cell ،Bax  ،Bcl-2سیلیبینین، سرطان سینه،  :ها واژهکلید 

     Email: David_5980@yahoo.comنویسنده مسئول:  *
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  :مقدمه 
دنیا  لاستیک زنان دریمی نئوپترین بدخ سرطان سینه شایع

 ز سـرطان در به عنوان مهمتـرین دلیـل مـرگ ناشـی ا    است و 
که شیوع سـالانه ایـن    چند هر  .)2-1(باشد ها مطرح می خانم

ن شیوع ، با این حال میزاباشد روبه افزایش می بدخیمی در دنیا
ا وجـود    .)3(گزارش شده استکشورهاي دنیا متفاوت  آن در بـ

کشـورهاي  بـه   مربـوط این بـدخیمی  فراوانی  آن که بالاترین
کـه شـیب    دهـد  نشـان مـی   ، امـا تحقیقـات  توسعه یافته است

حـال توسـعه    افزایش شیوع سـرطان سـینه در کشـورهاي در   
 این کشورها کمتـر  بیماران مبتلا درمتوسط عمر  بوده و بیشتر

. طی مطالعات انجام شده مشخص شده اسـت کـه   )4(باشد می
ایران نسبت به کشورهاي  رکشو میزان شیوع سرطان سینه در

، این بدخیمی همچنـان  ، اما با این حالتوسعه یافته کمتراست
وده و    ز تـرین سـرطان در   به عنوان شایع ی مطـرح بـ ان ایرانـ  نـ

این بـدخیمی طـی دو دهـه     افزایش شیوع اطلاعات موجود، از
از جمله راهکارهـاي درمـانی   . )5(ایران حکایت دارد گذشته در

به جراحی، شیمی درمـانی و رادیـوتراپی   توان  این بدخیمی می
الا   این میزان مرگ و میر در  با این حال، ره کرداشا بیمـاران بـ
باشد که خود حکایت از ناکارآمدي این راهکارهاي درمانی  می

  دارد.
عوامل ثیر أتتوان به  ها می سرطان جمله علل اصلی بروز از

مســئول بــروز  تغییـرات ژنتیکــی  ایجــاد جهــش و محیطـی در 
. مشـخص شـده اسـت کـه مصـرف      )6(ها اشاره کـرد  دخیمیب

ــراورده ــی ف  ــ برخ ــذایی ب ــل داراه هــاي غ ــواص  دلی ــودن خ ب
ثري ؤبــروز ســرطان نقــش مــ جلــوگیري از ن دراکســیدا آنتــی

ــد ــن  )7(دارنـ ــه ایـ ــراورده. ازجملـ ــی  فـ ــا مـ ــه   هـ ــوان بـ تـ
پلـی   اشاره کرد؛ یـک فلاوونوئیـد   (Silymarin)سیلیمارین

اسـتخراج   (milk thistle)رمریم دانه گیاه خا فنولیک که از
ــده و ــدود  ش ــام   ا % از آن ر90ح ــه ن ــی ب ــیلیبینین ترکیب س

(Silibinin) سـیلیبینین یـک   . )8(دهد اختصاص می به خود
هاي حـاد   که از کبد در برابر آسیبترکیب آنتی اکسیدان است 

ت کـه  س ـهمچنین مشحص شـده ا کند.  و مزمن جلوگیري می

افزایش سیستم رول خون و کاهش میزان کلست این ترکیب در
هاي گذشته  مطالعات انجام شده طی سال .)9(ایمنی تاثیر دارد

نشان داده است که سـیلیبینین داراي خاصـیت ضـد سـرطانی     
، )12(گلیوبلاسـتوما ، )11-10(هـاي سـرطانی ریـه    علیه سـلول 

 و )17-16(پروســـتات ،)15(کبـــد ،)14(مثانـــه، )13(پوســـت
عصـاره گیـاه خـارمریم بـه      امـروزه از باشد.  می )19-18(کلون

اثـربخش   طورگسترده بـه عنـوان یـک مکمـل غـذایی بسـیار      
  .  شود کشورهاي اروپایی استفاده می ودرامریکا 

ب صـعودي  ، شـی ایـران  توجه به شیوع سرطان سینه در با
الاي   میـر  مـرگ و میـزان   دهه گذشته، این بدخیمی طی دو بـ

ارزان ، توجه بـه مصـرف خـوراکی    طرفی دیگر با و از مبتلایان
ایـن   در ،این فـراورده گیـاهی  به عموم دسترسی آسان  و بودن

ــی     ــا اثربخش ــدیم ت ــرآن ش ــق ب ــیلیبینین تحقی ــرروس ي را ب
 MCF-7 هاي  سلول .هاي سرطان سینه بررسی کنیم سلول

(رده سلولی انسانی سرطان سینه)، رده سـلولی بسـیار مناسـب    
در مـورد سـرطان سـینه محسـوب      in vitroبراي مطالعات 

از بافـت سـینه خـانم     1970براي اولین بار در سـال  و  شود یم
این مطالعه با ساله مبتلا به سرطان سینه جداسازي شدند؛  69

  ها صورت گرفت. استفاده از این سلول
  :ها مواد و روش

 این مطالعه در محیط آزمایشگاه و با استفاده از رده سـلولی 
 MCF-7رده سـلولی   انجام شد. (MCF-7) سرطان سینه

انیسـتیتو پاسـتور (تهـران، ایـران) تهیـه شـد.        بانک سـلولی  از
 RPMI 1640هاي این رده سلولی در محـیط کشـت   سلول

، پنی سـیلین بـه   FBS% 10گلوتامین، - Lاز  mM 2حاوي 
 /��J���P—�و استریتوماسیون به میزان  unit/mL 100میزان 

  کشت داده شدند.  CO2% از 5و فشار  C370در دماي  100
کـه از  Silibinin  هـا، از داروي  ر دارویی سلولبراي تیما

اسـتفاده شـد. محلـول    شرکت سیگما خریـداري شـده اسـت،    
دي بـه واسـطه حـل کـردن ایـن دارو در       Silibininذخیره 

% تهیــه شــد. 1/0اســتریل  (DMSO)متیــل سولفواکســاید 
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هـا تقسـیم کـرده و آنهـا را در      محلول ذخیره را در میکرو تیوب
بـه منظـور   مان مصرف نگهداري کردیم. تا ز درجه -20دماي 

متغیر دوز و زمان در این تحقیـق در   2تعیین اثرات بهینه دارو، 
 و 100، 50هاي  هاي سرطانی، با غلظت نظر گرفته شد. سلول

ــولار از داروي 200 ــه   Silibinin میکروم ــدند و ب ــار ش تیم
مـورد مطالعـه   سـاعت   48و  24، 12هـاي   ترتیب پس از زمان

که بـا دارو تیمـار    MCF-7هاي  همچنین سلول. قرار گرفتند
ضمن  درهاي گروه کنترل استفاده شد.  نشدند، به عنوان سلول
ــزایش   ــور اف ــه منظ ــرهب ــه  وري به ــی مقایس ــار و بررس  ،اي ک

  به صورت داپلیکیت انجام شد . آزمایشات
-MTT (3-(4,5توســط تســت حیــات ســلولی میــزان

Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide)  بررسی شد. جهت انجام تست

ه پلیـت     اساژ دادن، سلولمبعد از دو بار   5000خانـه (  96هـا بـ
زرد  MTT هنگـامی کـه   سلول در هر خانـه) منتقـل شـدند.   

وسیله آنزیم دهیـدروژناز  ه شود، ب هاي زنده می رنگ وارد سلول
 .دکن ـ شود و رسوب بنفش رنگ ایجاد می ها احیا می این سلول

هـا بـا گلـوکز،     به طور خلاصه، بعد از اتمام زمان تیمـار سـلول  
هاي پلیت  ) به چاهکPBSدر  MTT )mg/ml 5محلول 

 C37°سـاعت در انکوبـاتور    3خانه اضافه شد و به مـدت   96
قـرار گرفتنـد. پــس از طـی زمـان انکوباســیون، پلیـت حــاوي      

دقیقـه سـانتریفیوژ شـد.     10بـه مـدت    g1000ها با دور  سلول
ــی در چاهــک ســ ــول روی ــد و   پس محل ــالی گردی ــا خ  100ه

) DMSO )Dimethyl sulfoxideمیکرولیتـر محلـول   
دقیقه جهت حـل کـردن    10به هر کدام اضافه شد و به مدت 

، تکـان داده شـد. سـپس توسـط     MTTهـاي بـنفش    رسوب
نـانومتر   570هـا در طـول مـوج     الایزاریدر جذب نـوري نمونـه  

ــدازه ــد. ان ــري ش ــراي محاســبه  گی ــیتی داروي ب ــر توکسیس اث
Silibinin   هـاي   بر روي بقـاء سـلولMCF-7   و بررسـی

  هاي تیمار شده از فرمول زیر استفاده شد: میزان مرگ سلول

100exp1 �u��� 
ODcont
ODها (%) میزان مرگ سلول  

بـه ترتیــب   OD contو  OD expدر ایـن فرمـول،   
هـاي تیمـار    هاي تیمار شده و سـلول  بیانگر جذب نوري سلول

  باشد. نشده (کنترل) می
میکرومـولار   200توسـط دوز   MCF-7هـاي   ابتدا سلول

silibinin  ــدت ــه م ــپس   24ب ــدند و س ــه ش ســاعت انکوب
افر  هاي کنترل و تیمار شده را برداشته،  سلول سانتریفیوژ و با بـ

شستشو داده شـدند. سـپس بـر روي پلـت هـر       سالینفسفات 
ز کننده سـلول  سلول) محلول لی 5 × 106گروه سلولی (حاوي 

-Trisمیلی مولار  NP-40 ،5/0  %SDS ،10% 1(حاوي 
HCl )4/7  =pH ،(150  میلی مولارNaCl ،5  میلی مولار

EDTA ،5/0     ،میکرومــولار  100% سـدیم داکسـی کـولات
PMSF هـا بـر روي یـخ     و مهارکننده پروتئاز) افزوده و نمونه
ر دقیقـه یـک بـا    5دقیقـه قـرار داده شـدند. هـر      30به مـدت  

ها  ها ورتکس شدند تا خوب هموژنیزه شوند. سپس نمونه نمونه
درجـه   4و دمـاي   rpm 13000دقیقه (با شـتاب   20به مدت 
سـانتریفیوژ گردیـد تـا پسـماندهاي حاصـل از لیـز        )سانتیگراد

. محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ برداشـته شـد   رسوب گردند
شـد.   گیـري  اندازه Bradfordو غلظت پروتئین توسط روش 

ه حجـم   نمونه هـاي کـوچکتر مسـاوي تقسـیم      هاي پروتئین بـ
نگهـداري   -C80°گردیده و تا زمان انجام آزمایش در دمـاي  

 شدند. 
ه    ابتدا نمونه  62حـاوي   6Xهاي پروتئینی را با بـافر نمونـ

ــولار   ــی م  ��Tris-HCl )8/6  =pH ،(2�� SDS ،25میل
، مخلوط بروموفنول بلو ��02/0مرکاپتواتانول و  ��5گلیسرول، 

گـراد جوشـانده    درجـه سـانتی   95دقیقـه در   5کرده و به مدت 
هـاي اسـتخراج شـده     شدند. میزان غلظت یکسانی از پـروتئین 

ه روش      میکروگرم) از سلول 40( هاي کنتـرل و تیمـار شـده، بـ
SDS-PAGE  الکتروفــورز شــده و بانــدهاي پروتئینــی بــه

 نیـک تک روش بلاتینگ بر روي ورقه نیتروسـلولز منتقـل شـد.   
SDS-PAGE    هـاي   و بلاتینگ به ترتیـب توسـط دسـتگاه

Mini-Protean 4 Cell   (الکتروفورز عمودي پـروتئین) و
Mini-Trans Blot  شرکت)Bio-Rad  .انجام گردیـد (
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آمیـزي   محل باندهاي پروتئینی و راندمان انتقال به طریق رنگ
Ponceau S      بررسی و محل باند مـورد نظـر بـا اسـتفاده از

مولکـولی کنتـرل شـد. بـراي شناسـایی بانـدهاي        مارکر وزن
ــه پـــروتئین  ــادي  Bcl-2و   Baxمربـــوط بـ از آنتـــی بـ

بـر   (Santa Cruz Biotechnology, USA)اولیـه 
ادي توسـط آنتـی     ها استفاده شد. علیه این پروتئین این آنتی بـ

شناسـایی و بـه طریـق     (HRP)بادي متصل بـه پراکسـیداز   
 ECL™ Advance Western)کمـی لومینسـانس   

Blotting Detection Kit, Amersham)  ــد بان
پروتئینی مورد نظر بر روي فیلم ظـاهر گردیـد. از آنتـی بـادي     

 اولیه بر علیه بتا اکتین به عنوان کنترل داخلی استفاده شد. 
در محـیط   silibininمیکرومـولار   200ها بـا دوز   سلول

ها برداشـت   ساعت انکوبه شدند و سپس سلول 18کشت براي 
ــده و  ــ RNAش ــلولی اس ــد. تس ــتخراج خراج گردی ــراي اس ب
RNA      از سـلولهاي مـورد مطالعـه، از محلـول(Roche) 

TriPure Isolation Reagent  ــتورالعمل ــق دس طب
ا داروي   MCF-7هـاي   استفاده شد. پـس از تیمـار سـلول    بـ

Silibinin  ــان ــت زم ــب گذش ــاي  و متعاق  48و   24، 12ه
کمیت آنها بـا روش  ها استخراج شده و  سلول RNAساعت، 

-Nanodrop NDاسپکتروفتومتري با اسـتفاده از دسـتگاه   
ــراي انجــام واکــنش رونویســی   انــدازه 1000 گیــري شــد. ب

 RevertAid™ First (Fermentas)معکـوس از  
Strand cDNA Synthesis Kit    استفاده شـد. حجـم

میکـرو لیتـر بـود و     20مورد نظـر بـراي انجـام ایـن واکـنش      
ــافر   �O4—� محتویـــات آن شـــامل از  PCR 5X ،�—�O2بـ

dNTP ،�—�O1   ،رانــدم هگزامــر�—�O1     ـا آب تیمــار شــده بـ
DEPC ،�—�O1   ــده ــار کننـ  RNase )�X���—�O 20 ،(�—�O1مهـ

 �J��1—�) وM-MULV )�X���—�O200ترانس کریپتاز معکـوس  
باشـد. محتـوي    مورد آزمایش به ازاء هر واکنش می RNAاز 

مـاي  دقیقه در د 5درجه،  65دقیقه در دماي  5مذکور به مدت 
درجـه انکوبـه شـدند و در     42ساعت در دمـاي   1درجه و  25

دقیقه  5به واسطه انکوباسیون  cDNAنهایت، واکنش سنتز 

سنتز شـده در   cDNAدرجه پایان پذیرفت.  70اي در دماي 
  درجه نگهداري شد. -20دماي 

 Rotorدر دســتگاه  Real-time PCRآزمــون 
Gene 6000 Real Time PCR System 

)Qiagen(  ه ازاء هـر     20و در حجم میکرولیتر انجام شـد. بـ
 Maxima SYBR green masterاز  �O10—�واکنش، 

mix )Fermentas ،(�—�O2  از محصولcDNA ، �—�O5/0 
ــا (  ــک از پرایمره ــاري از  �O7—� ) و nmol20از هــر ی آب ع

نوکلئاز استفاده شد. شرایط دمـایی مـورد اسـتفاده شـامل یـک      
ثانیـه و   30درجه به مدت  95ي سازي اولیه در دما مرحله فعال

درجـه) و   95ثانیه در  5سیکل براي دناتوراسیون ( 45در ادامه، 
ــه  ــوأم ( annealing/extensionمرحل ــه در 20ت  60ثانی

باشد. براي بررسی اختصاصیت محصول تکثیر شده،  درجه) می
گرفت. در انتهـا بـراي محاسـبه     منحنی ذوب مورد بررسی قرار

ــخه   ــداد نس ــبی تع ــول   mRNAنس ــده از فرم ــر ش –تکثی
�Ì �Ì ct 2     استفاده شد. توالی پرایمرهـاي مـورد اسـتفاده در

  آورده شده است. 1جدول 
اسـتفاده شـد.    SPSS 16براي انجام مطالعات آماري از 

هاي کنترل و تیمار شده با اسـتفاده از   اختلاف آماري بین گروه
Paired Student’s t-test مقادیر به دست  .بررسی شد

از نظر آمـاري معنـادار در نظـر گرفتـه شـده       P > 5% آمده با
  است.
  :ها یافته

ا اسـتفاده از روش        MTT بررسی میـزان بقـاء سـلولی بـ
را بـه   MCF-7هـاي   لرشد سـلو  silibininنشان داد که 

طـور کـه    دهد. همان صورت وابسته به دوز و زمان کاهش می
 میکـرو مـولار دارو   50نشان داده شـده اسـت، دوز    1در شکل 

دارد در حـالی    ثیر چندانی بر بقـاء سـلول  أت  200کـه دوز   هـا نـ
-MCFهـاي   ثري موجب مرگ سلولؤمیکرومولار به طور م

 شود. میساعت)  24(در میکرومولار  IC50 200با  7
به عنوان یک پـروتئین کلیـدي در آپوپتـوز     Bax پروتئین

القاء شده توسط عوامل مختلف در مسیر داخلی آپوپتـوز عمـل   
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ر همکـنش بـا پـروتئین     کند. می هـاي   این پروتئین از طریق بـ
ــوذپزیري غشــاي       ــزایش نف ــدري موجــب اف ــاء میتوکن غش

از میتوکنـدري و فعـال    Cمیتوکندري و آزاد شدن سـیتوکروم  
شـود. از طرفـی دیگـر     شدن کاسپازها و در نهایت آپوپتوز مـی 

Bcl-2     هـاي   یک اثر آنتی آپوپتوتیـک در پاسـخ بـه محـرك
از  cطریق جلوگیري از رها شدن سیتوکروم  مختلف آپوپتوز از

ــی  ــال م ــدري اعم  ــ  میتوکن ــزان ت ــراي بررســی می ــد. ب ثیر أکن
silibinin هاي  بر بیان ژنBax  وBcl-2  میـزان بیـان ، 
mRNA   ایــن دو ژن توســط روشreal-time PCR 

نشـان داده   2مورد ارزیابی قرار گرفت. همانطور کـه در شـکل   
را  Baxژن  mRNAن میـزان بیـا  silibinin  شده است،

کـه بـر    در حالی دهد، از نظر آماري به طور معنادار افزایش می
با علامت  P > 05/0( ثیري نداشتأت Bcl-2مقدار بیان ژن 

  نشان داده شده است). 2در شکل  *
در سـلولهاي   silibininتوسـط   Baxافزایش بیان پروتئین 

MCF-7 
ستفاده ، با ا real-time PCRیید نتیجه آزمون أبراي ت

مـورد   Bcl-2و  Baxاز آزمون وسترن بلات بیـان پـروتئین   
میـزان بیـان پـروتئین     ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد کـه 

Bax نیز مطابق با نتیجه بیانmRNA      از نظـر آمـاري بـه
کـه در مقـدار پـروتئین     در صورتیطور معنادار افزایش داشت، 

Bcl-2  3تغییري حاصل نشد (شکل.(  
  :بحث 

وده و   ی زنان درترین بدخیم سرطان سینه شایع  کل دنیـا بـ
جملـه   اکثـر کشـورهاي دنیـا از    بتلا به این بدخیمی درشیوع ا

ا شـیب       .باشد ایران رو به افزایش می از جملـه علـل مـرتبط بـ
عوامل محیطی از جملـه   توان به ابتلاء به سرطان میعودي ص

فراد اشـاره  ، الگوي زندگی و رژیم غذایی اآلودگی هوا، استرس
کرد. مشخص شده است که مصـرف مـواد غـذایی کـه داراي     

تلاء پیشگیري و کاهش اب ، درباشند صیت آنتی اکسیدان میخا
، . از طرفـی دیگـر  )22-20(ثري داردؤهـا نقـش م ـ   به سـرطان 

، شـیمی  هاي درمانی از جمله جراحیعلیرغم استفاده از راهکار

در بیمـاران   رمی ـ درمانی و رادیوتراپی همچنان میـزان مـرگ و  
حکایـت از ناکارآمـدي    که خـود باشد  بالا می مبتلا به سرطان

ــلاوه   ــه ع ــانی دارد. ب ــاي درم ــن راهکاره ــای ــرب  ثیرأ، ت مخ
هاي نرمال در حال تقسیم  سلول درمانی و پرتودرمانی بر شیمی

ا ایـن پروسـه    از نیز هـاي درمـانی    جمله معایب دیگر مرتبط بـ
گرایش  ،د اشاره شدهرموا . لذا با توجه به)23(شود محسوب می

یی هـاي غـذا   مکمل هاي طبیعی و توجه به استفاده از فراورده و
افـزایش  بسیار  ي اخیرها ي خاصیت ضد سرطانی طی سالادار

  .استداشته 
، ایـن خصـوص   هاي غذایی مورد توجـه در  جمله مکمل از

که اخیراً مطالعـاتی   شاره کردعصاره گیاه خارمریم اتوان به  می
سرطانی این فراورده گیاهی انجام شده اسـت.   ضد ثرا راجع به
انـد کـه سـیلیبینین کـه      همکارانش نشـان داده  ی ومنؤاخیراً م
، خصوصـیات  ین محتوي عصـاره گیـاه خـارمریم اسـت    مهمتر

 Bن را از طریق مهار کاتپسی هاي گلیوبلاستوما تهاجمی سلول
، Zhangدر مطالعه انجام شـده توسـط   . )12(دهد کاهش می
ن معـده  اهـاي سـرط   رشـد سـلول  د که سیلیبینین مشخص ش

SGC-7901   ــروتئین ــان پــ را از طریــــق کــــاهش بیــ
p34cdc2  ه عـلاوه،   )24(کنـد  مهار مـی نیـز   Kunatz. بـ
 TRAILسیلیبینین آپوپتوز القاء شده از طریـق  نشان داد که 

ر سـای  همچنین. )25(کند ویت میتقرا در آدنوکارسینوماي روده 
هــاي  یلیبینین علیــه سـلول ی س ـسـرطان  ضــد مطالعـات از اثـر  

. )17-10(کنـد  ، پروستات وکلون حکایت میسرطان ریه، مثانه
نتـایج حاصـل    با نتایج حاصل ازتحقیقـات سـایرین،  هم راستا 

ه گیـاهی  ثربخشـی ایـن فـراورد   ید اؤم ازتحقیق انجام شده نیز
آمده از  نتایج به دست ؛باشد می هاي سرطانی سینه علیه سلول

 MCF-7هاي سرطانی  سلول اد که تیماراین تحقیق نشان د
وابسته به دوز و زمان سـبب کـاهش    با داروي سیلیبینین بطور

  .گردد ها می این سلول تکثیر میزان
 سـت کـه نقـش بسـیار    شده ا توز فرآیندي بسیار تنظیمآپوپ

 یهــاي چنــد ســلول در ارگانیســم مهمــی در حفــظ هموســتاز
طه بسـیاري از  به واس . مشخص شده است که آپوپتوز)26(دارد
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میـان   ؛ ازشـود  کنتـرل مـی   یو درون سلول یعوامل برون سلول
مهارکننـده آپوپتـوز)   ( Bcl-2ل بین عوامل درون سلولی، تعاد

ه عنـوان مهمتـرین    Bcl-2معادل پروآپوپتوتیک ( Bax و ) بـ
به محرك خـارج  کننده سرنوشت سلول در پاسخ  ینتعی پارامتر

ه عنـوان یـک     Bax پروتئین .)27(سلول معرفی شده است بـ
پروتئین کلیدي در آپوپتوز القاء شده توسط عوامـل مختلـف در   

کند. ایـن پـروتئین از طریـق بـر      مسیر داخلی آپوپتوز عمل می
هـاي غشـاء میتوکنـدري موجـب افـزایش       همکنش با پروتئین

از  Cنفوذپزیري غشـاي میتوکنـدري و آزاد شـدن سـیتوکروم     
ــپازها و در    ــدن کاس ــال ش ــدري و فع ــوز  میتوکن ــت آپوپت نهای

یک اثـر آنتـی آپوپتوتیـک در     Bcl-2شود. از طرفی دیگر  می
هاي مختلف آپوپتوز از طریق جلوگیري از رها  پاسخ به محرك
بـه همـین   کنـد.   از میتوکندري اعمال مـی  cشدن سیتوکروم 

 یروي القـاء مـرگ سـلول    براي بررسی اثر سیلیبینین بر دلیل و
ژنهـاي   mRNA وپـروتئین   ، بیـان  MCF7هاي در سلول

Bax وBc1-2  گیري شد. اندازه یسلول عاقب تیمارتم  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

به مقدار قابل توجهی  silibinin دهد که نتایج نشان می
 دهد، در حـالی  را افزایش می Baxژن  mRNAمیزان بیان 

ثیري نداشت. همچنین همان أت Bcl-2که بر مقدار بیان ژن 
مطـابق بـا    Baxان بیان پـرئتئین  رفت، میز ر میاطور که انتظ

ــان  ــت، در   mRNAنتیجــه بی ــوجهی داش ــل ت ــزایش قاب اف
 تغییري حاصل نشد. Bcl-2که در مقدار پروتئین  صورتی

  :گیري نتیجه
 ـ      در  دمجموع، نتـایج حاصـل از پـژوهش انجـام شـده موی

اثربخشــی ایــن مکمــل  خاصــیت پروآپوپتوتیــک ســیلیبینین و
باشـد.   مـی  MCF-7 سـلول سـرطان سـینه رده    گیاهی علیه
بـه ایـن    ، هزینه پائین و امکـان دسترسـی عمـوم   طبیعی بودن

از جمله مزایاي مورد توجه بوده و با توجه به نتایج بـه   ،فراورده
مصرف این مکمـل گیـاهی در   رسد که  ت آمده، به نظر میسد

لاء بـه سـرطان سـینه    رژیم غذایی ممکن است در کاهش ابـت 
  .ثر باشدؤم
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با دوزهاي مختلف دارو بـراي   MCF-7. سلولهاي MCF-7در سلولهاي  silibininاء مهار رشد و مرگ سلولی توسط : الق1شکل 

ا روش    FBS 10ساعت در محیط کشت حاوي  48، و  24، 12 ،  n=3بررسـی شـد (   MTT% تیمار شدند و میزان مـرگ سـلولی بـ
mean ± SD (  

    
 
 
  

از  silibinin  ،RNAبـا   MCF-7. پـس از تیمـار سـلولهاي     Bcl-2و  Baxاي بر میزان بیان ژنه ـ silibinin: تاثیر 2شکل 
،  n=3محاسـبه شـد (   GAPDHهر کدام از ژنها پس از نرمال سازي بـا ژن   mRNAسلولها استخراج گردید و میزان بیان نسبی 

mean ± SD ( 

 
  

  

* 
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بــا  MCF-7. پـس از تیمــار ســلولهاي   MCF-7در ســلولهاي  silibininتحــت تــاثیر  Bax: افــزایش بیــان پـروتئین  3شـکل  
silibinin 200    میکرومولار، پروتئین سلولی استخراج گردید و بیـان پـروتئینBax  وBcl-2       ارزیـابی شـد. از پـروتئین اکتـین بـه

  عنوان کنترل داخلی استفاده گردید.
  
  

  

  

  

  

  

  
  
  

  real-time PCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در آزمون  -1جدول 
  

Gene Forward primer (5'–3') Reverse primer (5'–3') Size (bp) 
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 226 

Bax CGAGAGGTCTTTTTCCGAGTG GTGGGCGTCCCAAAGTAGG 242 
Bcl-2 CGGTGGGGTCATGTGTGTG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 90 
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Abstract: 
Introduction: Given the prevalence of breast cancer in Iran, the increased incidence of 
this malignancy during the past two decades, the high mortality rate of patients, and  
according to oral consumption, low cost and easy access to the public extracts of milk 
thistle, in this study we aimed to investigate the effectiveness of this herb on MCF-7 
breast cancer cells. 
Methods: In order to investigate the effect of silibinin in breast cancer, MCF-7 cells were 
cultured in the presence of different concentrations of the drug. MTT assay, 
Immunoblotting, and quantitative real-time PCR were used to assess the effect of the drug 
on cell viability and the expression levels of mRNA and protein of Bax and Bcl-2 genes. 
Results: Evaluation of cell survival using the MTT assay showed that silibinin reduced 
the viability of MCF-7 cells in a time and dose dependent manner. The results of this 
study showed that silibinin significantly increased levels of Bax mRNA expression, while 
the amount of Bcl-2 gene expression was not affected. As expected according to the 
results of real-time PCR, expression level of Bax protein was also increased significantly, 
whereas the Bcl-2 protein level was not changed. 
Conclusion: Overall, the results of this study confirm the efficacy of this herb against 
breast cancer. Therfore, the milk thistle as a natural herb supplement with low cost and 
public access, could be effective in breast cancer therapy. 
Key words:  silibinin, breast cancer, MCF-7 cells, Bax, Bcl-2. 
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