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رتب بر نتـايج مطالعـات،      کليه حقوق مادی مت   

و نــوآوری هــای ناشــی از تحقيــق ابتکــارات 

 بـه دانـشگاه     موضوع اين پايان نامـه متعلـق      

  .                          اصفهان است
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   چکيده 

  زمينه و هدف

طق حاره از اعضاي خانواده آکانتاسه است که در منا و  يکي از گياهان دارويي ايران (Avicennia marina)گياه حرا 

هدف از اين مطالعه بررسي اثرات ضد سرطاني و ضد باکتريايي عصاره هاي مختلف برگ گياه .  و نيمه حاره اي مي رويد اي

در اين پژوهش مکانيسم اثر ضد سرطاني يک فراکسيون جداسازي شده از عصاره متانولي بر روي سلول هاي . حرا است

  .سرطان سينه انساني بررسي گرديد

  :روش ها

 خشک   پس از شستشو با آب در دماي اتاق برگ ها.  از جزيره قشم جمع آوري شد۱۳۸۸برگ گياه حرا در فروردين ماه سال 

پودر برگ ها با کلروفرم، هگزان، متانول، اتانول و آب در دماي اتاق به مدت سه روز بر روي شيکر و . ده و آسياب شدنديگرد

ره متانولي با روش ستون کروماتوگرافي بر روي سيليکاژل خالص سازي شده و اثر عصا. با سه بار تکرار عصاره گيري شدند

 و رده سلولي سرطان سينه (L929)رده سلولي نرمال فيبروبلاست موشي . ضد سرطان فراکسيون هاي حاصل بررسي گرديد

.  شدند سرم جنين گاوي کشت داده %١٠با    DMEMدر فلاسک هاي کشت در محيط   )MDA-MB231(انساني 

اثر سايتوتوکسيسيتي غلظت هاي مختلف عصاره ها ي حاصل از گياه حر ا بر روي سلول هاي کشت داده شده با استفاده از 

 که نقش مهمي در تنظيم آپوپتوز دارند با استفاده از روش BCL-2 و TP53 ميزان بيان ژن . اندازه گيري شدMTTروش 

FLASH- PCR که  صورت بدين. بررسي گرديد ه  در سلول سرطان سينه تيمار شدRNA تام سلول هاي سرطاني 

ه بردار معکوس به با استفاده از آنزيم نسخ RNA.  استخراج شدRNX TM PLUSتيمار شده با استفاده از کيت 

cDNA تبديل شد و سپس با روش PCRاثر ضد باکتريايي عصاره متانولي با روش انتشار ديسک ارزيابي .  تکثير شد

   . گرديد

 نسبت به عصاره هاي غير قطبي  برگ گياه حرا اثر ضد سرطاني بالاتري) متانول و اتانول(عصاره هاي قطبي  : نتايج

عصاره متانولي اثر سايتوتوکسيک کمتري نسبت به ديگر عصاره ها بر روي سلول هاي نرمال .  نشان دادند )هگزان، کلروفرم(

 ضد سرطاني دارد و مشخص شد  ي داراي پتانسيل بالايي به عنوان يک عاملنتايج حاصل نشان داد که عصاره متانول. داشت

 نشان داد که در سلول هاي سرطاني تيمار FLASH-PCR  نتايج حاصل از  . موثر آن يک فلاونوئيد است که ترکيب

-BCL  بيان ژن  نداشت و ميزانشاهد اختلاف معني داري باگروه TP53 ميزان بيان ژن  با ترکيب موثر فلاونوئيدي،شده

   .عصاره متانولي اثر ضد باکتريايي نشان نداد. به طور چشمگيري کاهش يافت 2

نتايج حاصل نشان مي دهد فلاونوئيدهاي موجود در برگ گياه حرا داراي بالاترين پتانسيل ضد سرطاني : نتيجه گيري

 خواص ضد سرطاني آنها يبررو شتريالعات بمطو در تحقيقات بعدي،  نسبت به ديگر ترکيبات موجود در  اين گياه هستند 

  . شود يه ميتوص

  

  ،TP53ژن ، MTT، تست L929  رده سلولي،MDA-MB 231رده سلولي اه حرا، يگ: واژگان کليدي

 .BCL-2 ،FLASH-PCR ژن



 

  أ 

   مطالبفهرست

  صفحه                                                      عنوان                                                                                    

  هدف و زمينه هاي نظري موضوع تحقيق: فصل اول

  ۱.................................................................................................................................................................................سرطان- ۱-۱

  ۱...........................................................................................................................................ات درباره سرطانيکل - ۱- ۱-۱    

  ۲........................................................................................................................ ...............................نهيسسرطان  - ۲- ۱-۱    

  P53..................................... ..........................................................................۴ن يساختار و عملکرد پروتئ -۱- ۲- ۱-۱    

  p53 ................................................................................................................... ۶تنظيم عملکرد پروتئين  -۲- ۲- ۱-۱    

  ۷..................................................................................... .................ي چرخه سلول درP53ن ي پروتئنقش -۳- ۲- ۱-۱    

   ۸.................................................................................................................. آپوپتوز  درP53ن ي پروتئنقش. ۴- ۲- ۱-۱    

  ۱۱...................................................................................................................آپوپتوزدر  Bcl-2ن يپروتئ نقش - ۴- ۱-۱    

  ۱۲....... .........................................................................................................................................................درمان سرطان - ۱-۲

         ۱۲......................................................................................................................................................ي درمانيمي ش-۱- ۱-۲    

  ۱۳.................................................................................................. آنيها تي و محدوديان درميمي عوارض ش-۲- ۱-۲    

  ۱۳.......................................................................................................... در درمان سرطانيياهان داروينقش گ -۳- ۲- ۱   

  ۱۴................ ....................................................................... يت سلولي سمي هاي در بررسياهي گيغربالگر -۴- ۲- ۱   

  ۱۵.......... ............................................................................................................................................اه حراي با گيي آشنا- ۱-۳

  ۱۵.......... .................................................................................. ......................اه حراي گياه شناسي مشخصات گ-۱- ۳- ۱   

  ۱۶.......... .......................................................................................................اه حراي گيستيت زبات و اثرايترک -۲- ۳- ۱   

  ۱۸......... ...................................................................................................................... .........................دهايفلاونوئ -۳- ۳- ۱   

    ۱۸......... ............................................................................................. ...............د هاياثرات ضد سرطان فلاونوئ -۴- ۳- ۱   

   ۱۹.......... .......................................................................................... .. هادي ضد سرطان فلاونوئيسم هايمکان -۵- ۳- ۱   

  ۱۹....... ................................................................................. ...................................يالقاء توقف چرخه سلول - ۵-۱- ۳- ۱   

  ۲۰....... ............................................................................................................... .......................... القاء آپوپتوز - ۵-۲- ۳- ۱   

  ۲۱....... ........................................................................................................................ ...................کشت بافت جانوري - ۱-۴

  ۲۱...... ............................................................................................................................................ ..............کليات -۱- ۴- ۱   



 

  ب 

  عنوان                                                                                                                                    صفحه           

  ۲۲... ............................................................................................ .................محيط کشت سلول هاي پستانداران - ۴-۲- ۱ 

  ۲۳... ............................................................................................................................ .کاربرد هاي کشت سلولي -۳- ۴- ۱   

  MTT ........ ............................................................................................................................۲۳ک سنجشي تکن-۴- ۴- ۱   

  ۲۴........ ............................................................................... .....................باکتري هاي مورد استفاده در اين تحقيق - ۱-۵

  ۲۴ ............................................................................................................ .................................سيانتروکوک فکال. ۱- ۵- ۱   

  ۲۵ .................................................................................................................................. ............يفي سالمونلا پارات-۲- ۵- ۱   

  ۲۶.......... ............................................................. .........................................................................................يکروماتوگراف. ۱-۶

  RT-PCR............................................................................... .....................................................................۲۷ک ي تکن- ۱-۷

۱-۸ - FLASH- PCR........... ............................................................................................................................ .............۲۷ 

  ۲۹........ ............................................................................................................................................. .....زهي اهداف و انگ - ۱-۹

  ۲۹........... ............................................................. .................................................................قي تحقياهداف اصل. ۱- ۹- ۱   

  ۳۰.......... ............................................................... ...............................................................قي تحقياهداف فرع. ۲- ۹- ۱   

  ۳۰......... ............................................................... ............................................................قي تحقيهدف کاربرد. ۳- ۹- ۱   

  

  مواد و روش ها: فصل دوم

  ۳۱ .................................................................................................................................................... ياهيه نمونه گيته - ۲-۱

  ۳۱ ........................................................................... ...................................................................اهي گيجمع آور -۱- ۱- ۲   

  ۳۱....... ........................................................................................................................................ ه عصاره تامي ته-۲- ۱- ۲   

   ۳۲. ........................................................................... .............................ي انجام کروماتوگرافيه نمونه براي ته-۳- ۱- ۲   

  ۳۲.. ................................................ ..................................................................................ي کاغذي کروماتوگراف-۴- ۱- ۲   

  ۳۲. ....................................................................................................................................ل لازم ي مواد و وسا- ۴-۱- ۱- ۲   

  ۳۲ ..................................................................................................................................................... روش کار - ۴-۲- ۱- ۲   

  ۳۳ ..................................................................................................................................... .ي ستون کروماتوگراف-۵- ۱- ۲   

  ۳۳ ............................................................................................................................از يل مورد نيمواد و وسا - ۵-۱- ۱- ۲   

  ۳۳ .....................................................................................................................................................روش کار  - ۵-۲- ۱- ۲   



 

  ت 

  صفحه                                                                                                        عنوان                                  

  M ................................................................................................................ ۳۶فراکشن  ييايميتوشي فيبررس -.۶- ۱- ۲   

  ۳۶ .................................................................................................... ...................دهايص حضور آلکالوئي تشخ- ۱- ۶- ۱- ۲   

  ۳۶ .............................................................................................. ........................دهايص حضور فلاونوئيتشخ - ۲- ۶- ۱- ۲   

  ۳۷..................... ......................................................................................................... ص حضور تانن هاي تشخ- ۳- ۶- ۱- ۲   

  ۳۷.............. ........................ ....سميت سلولي اثر ي تام جهت بررسي عصاره ها مختلفيه غلظت هاي ته-۷- ۱- ۲   

  ۳۸..... ................................................................... .........ياز کشت سلولي مورد نيط کشت و محلول هايه محي ته- ۲-۲

  ۳۸.... ............................................................................................................................ .ليزه استريونيه آب دي ته-۱- ۲- ۲   

  ۳۸......... ................................................. ..................................................................لي استرPBSه محلول يته -۲- ۲- ۲   

  FCS ......................................................................... ........۳۸  %۱۰ل ي استرDMEMط کشت يه محيته -۳- ۲- ۲   

  DMEM...............................................................................۳۸ از براي تهيه محيط کشت يمواد مورد ن - ۳-۱- ۲- ۲   

  ۳۹.................... ................................................................ ....................................................يروش آماده ساز - ۳-۲- ۲- ۲   

  ۳۹. ......................................................................................... .درصد/. EDTA ۲۵-نيپسيه محلول تري ته -۴- ۲- ۲   

  ۳۹. ..................................................................................... .............................................پان بلويه محلول تريته -۵- ۲- ۲   

  MTT ................................................................................................................................... .....۴۰ه محلول يته - ۶- ۲- ۲   

  ۴۰.... ....................................................................................................................ن يسيه محلول دوکسوروبي ته-۷- ۲- ۲   

  ۴۰........... .............................................................................سميت سلولي اثر ي و بررسي کشت سلولي روش ها - ۲-۳

  ۴۰............ ................................................................................................. ......... مورد استفادهي سلولي رده ها-۱- ۳- ۲   

  ۴۰. ............................................................................................ ..................................... واکشت دادن سلول ها -۲- ۳- ۲   

  ۴۲. ............................................................................................... .....ره کردن سلول هاي منجمد نمودن و ذخ-۳- ۳- ۲   

  ۴۲. ...................................................................................................................... ....ز شدهي فري کشت سلول ها-۴- ۳- ۲   

  ۴۳. .................................................................................................. ...............................روش شمارش سلول ها -۵- ۳- ۲   

  ۴۳.. .................................................................... ...... شمارش سلول هايتومتر براياز هموسا روش استفاده - ۶- ۳- ۲   

  ۴۵  .................................................................................................... .............................. استانداردي رسم منحن-۷- ۳- ۲   

  MDA-MB 231 ..................................................................... ............۴۶ ي رشد رده سلولي رسم منحن-۸- ۳- ۲   

  ۴۷......... .................................................................................................................... ..سميت سلولي اثر يبررس -۹- ۳- ۲   



 

  ث 

  عنوان                                                                                                                                       صفحه

  M ............................................ .............۴۹ن فراکش با MDA-MB 231 ي سرطانيمار سلول هاي ت-۱۰- ۳- ۲   

  ۴۹............ ................................... .شدهماري تي سرطاني قطعه قطعه شده از سلول هاي ژنومDNAاستخراج . ۲-۴

  ۴۹.......... ............................................................................................................ ......ازيدستگاه ها و مواد مورد ن - ۱- ۲-۴  

  DNA ...............................................................................................  ..................................۴۹ روش استخراج -۲- ۴- ۲   

  DNA ................................................................................ ............................................۵۰ت يت و کميفين کييعت - ۲-۵

  ۵۰............... ....................................................ي به روش اسپکترو فتومترDNAن غلظت و خلوص يي تع-۱- ۵- ۲   

  ۵۱.... ............................................ ...................................................... توسط ژل آگارزDNAت يفين کيي تع-۲- ۵- ۲   

  ۵۱......... .................................................................. ................... الکتروفورز ژل آگارزياز براي مواد مورد ن- ۲-۱- ۵- ۲   

  ۵۳............. ........................................................... .....................................................................ه ژل آگارزي ته- ۲-۲- ۵- ۲   

  ۵۳...... ............................................................... ............................................................ژل به DNA انتقال - ۲-۳- ۵- ۲   

 M........ ........................ .................۵۴فراکشن مار شده با ي تيک در سلول سرطانيرات مورفولوژيي تغي بررس- ۲-۶

  Total RNA ...................................................................................................................... .................۵۴ يجداساز - ۲-۷

  ۵۴................. .................................................... ......................................................ازيدستگاه ها و مواد مورد ن -۱- ۷- ۲   

  RNA ............................................................................ ......۵۵ ي در جداسازRNAase ير فعال سازي غ-۲- ۷- ۲   

  DEPC ................................................................................................... ......۵۶مار شده با يه آب تي روش ته-۳- ۷- ۲   

   ۲ -۷ -۴- RNX TM PLUS .................................................................................................................................. .....۵۶  

  ۵۶...... ...................................................................................................................تام  RNAمراحل استخراج  -.۵- ۷- ۲   

  RNA .................................................................................................................................. .....۵۷ از cDNA سنتز  - ۲-۸

  RT .................................................................................. .....۵۷ دستگاه ها و مواد مورد استفاده در واکنش -۱- ۸- ۲   

  ۵۸........... ...................................................................................................................ه بردار معکوس نسخم ي آنز-۲- ۸- ۲   

  ۵۹.......... ............................................................................................. ...........................................................مري پرا-۳- ۸- ۲   

         cDNA ............................................................................. .................................................... .....۶۰ روش سنتز -۴- ۸- ۲   

۲-۹ - PCR ........................................................................................................................................................................ ...۶۱  

  ۶۱.... .......................................................................................................... ....... دستگاه ها و مواد مورد استفاده-۱- ۹- ۲   

  Bcl-2 ............................................................................................................... .۶۱مر و شناساگر نشاندار ي پرا-۲- ۹- ۲   



 

  ج 

                                                                 صفحه             عنوان                                                             

  p53 ..................................................................................................................... .۶۲مر و شناساگر نشاندار ي پرا- ۹-۳- ۲ 

  GAPDH ......................................................................................................... ۶۳ و شناساگر نشاندار مريپرا -۴- ۲-۹   

  TP53 ................................................................................... ۶۴ و ژن Bcl-2 ژن ي براPCRروش انجام  - ۵- ۲-۹  

  PCR ....................................................................................................................... ...۶۵محصول  ي کم  ارزيابي-۶- ۲-۹

  ۶۵.. ......................................................................................... .......................ازي مورد ني مواد و دستگاه ها- ۶-۱- ۲-۹  

  ۲-۹ -۶-۲- FLASH- PCR.................................................................................................................................... ۶۵  

  ۶۷................................................................................................................................. .....يکروبيت ميتست حساس - ۲-۱۰

  ۶۷............... ............................................................................................. ............................ي باکتريه هاي سو-۱- ۱۰- ۲   

  ۶۷ ............................................................................................... ........نتون آگاريط کشت مولر هيه محيته -۲- ۱۰- ۲   

  ۶۷ .......................................................................................................................  آگارط کشت بلاديه محيته -۳- ۱۰- ۲   

  ۶۷. ......................................................................................... .............................زهيليوفي ليکشت آمپول ها -۴- ۱۰- ۲   

  ۶۸. ...................................................................... ..يکروبي  به مواد ضد ميت باکترين حساسييروش تع -۵- ۱۰- ۲   

  ۶۹..................... ................................................................................... .....................وگرامي بيانجام تست آنت -۶- ۱۰- ۲   

  ۷۰........................ .................................................................................. .................................................يز آماري آنال- ۱۱ -۲

  

   جينتا: فصل سوم

  ۷۱........ .............................................................................................................................................ياهيج نمونه گي نتا- ۳-۱

  ۷۱........ .................................................................................................. ......................................ه عصاره تامي ته-۱- ۱- ۳   

     ۷۲......... ..................................................................................... .... برگ حراياز عصاره متانولفراکشن ه يته -۲- ۱- ۳   

  ۷۳.......... .................................................................................................. ..يول عصاره متانيفيج کنترل کينتا -۳- ۱- ۳   

  ۷۳.......... .................... ي کاغذيز با استفاده از کروماتوگرافين حلال مناسب به عنوان بافر آناليي تع- ۳-۱- ۱- ۳   

  M ................................................................................................................ ..۷۵فراکشن  يميوشتيج في نتا- ۳-۲- ۱- ۳   

  ۷۶........ ..................................... ......................................................................................................يج کشت سلولي نتا- ۳-۲

  MDA-MB 231 ................................................... ..........۷۶ ي استاندارد جذب رده سلولي رسم منحن-۱- ۲- ۳   

      MDA-MB 231 ........................................................................................ ..۷۶ ي رشد رده سلولي منحن-۲- ۲- ۳   



 

  ح 

    عنوان                                                                                                                                         صفحه

  MDA-MB 231 ........... ..۷۷ ير رده سلولاه حرا ب برگ گيي عصاره هاسميت سلولي اثر ي بررس-۳- ۲- ۳   

  L929 ..................................... .۷۷ برگ حرا بر سلول نرمال رده ي عصاره هاسميت سلولي اثر يبررس -۴- ۲- ۳   

  MDA-MB 231........... .................... ...۷۹ ي بر رده سلوليعصاره متانولضد رشد وتکثير  اثريبررس -۵- ۲- ۳   

  MDA-MB 231 .......................................... ..۸۰ يبر رده سلول ها فراکشن سميت سلولي اثر ي بررس- ۶- ۲- ۳   

  MDA-MB 231 ......................... ................۸۲  ي بر رده سلولMفراکشن  سميت سلولي اثر يبررس -۷- ۲- ۳   

  IC50 .............................................................................................................................................. ..................۸۳ن ييتع - ۳-۳

 M ..................................... .......۸۵فراکشن مار شده با ي تMDA-MB 231 ي آپوپتوز در رده سلوليبررس - ۳-۴

  ۸۵..................... .............................. ......................................................................کيرات مورفولوژيي تغي بررس-۱- ۴- ۳   

  DNA ............................................................................................... ..................۸۶ قطعه قطعه شدن ي بررس-۲- ۴- ۳   

  Bcl-2 ..................................................................................................... ....۸۷ و TP53ان دو ژن ي بي بررس-۳- ۴- ۳   

  Total RNA..............................................................................................................................۸۷استخراج  - ۳-۱- ۴- ۳   

  PCR ........................................................................................................... ..............۸۷  کمي نتايجيبررس - ۳-۲- ۴- ۳   

  ۸۸...................... ...................................................... .........................................................يکروبي تست ضد ميبررس -.۳-۵

  بحث: فصل چهارم

  ۹۰........ .........................................................ير قطبي و غي قطبي عصاره هايت ضد سرطانيبحث درباره خاص - ۴-۱

   ۹۱........... .................. ................ي جدا شده از ستون کروماتوگرافيهافراکشن  يبحث درباره اثر ضد سرطان - ۴-۲

 M...................................................................................... ...........۹۲فراکشن ب موثر موجود در يبحث درباره ترک - ۴-۳

  MDA-MB 231 ....................... ..........۹۴ ي بر القاء آپوپتوز در سلول سرطانMفراکشن  بحث درباره اثر - ۴-۴

 ۹۴............................................................................................................................ ............تغييرات مورفولوژيک -۱- ۴- ۴   

  ۹۴............... ............................................................................ ....................... ژنوميDNAقطعه قطعه شدن  -۲- ۴- ۴   

  TP53......................................... ....................................................................................... ................۹۵بيان ژن  -۳- ۴- ۴   

  Bcl-2........................... ................................................................................................................... ..۹۷ بيان ژن -۴- ۴- ۴   

  ۹۸............................ ............................................................ ............. بحث درباره اثر ضد باکتريايي عصاره متانولي- ۴-۵

  ۹۸.......... ........................................................................................................................................................شنهادات يپ - ۴-۶

    ۹۹................ ......................................................................................... ......................................................................پيوست ها
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  صفحه                               عنوان                                                                                                           

  

  ۱۰۲.............. ......................................................................................................................................................... ...منابع و مأخذ

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

  د 

  ها شکلفهرست 

  صفحه                                                                                               عنوان                                           

  p53.......................................... ................................................................................ ۴ن ي از ساختار پروتئيينما - ۱-۱شکل 

  ۷.... ......................................................................... و پايداري آن در سلولp53تغييرات پس از ترجمة پروتئين  - ۲-۱شکل 

  DNA......................................................................... ...........۸مکانيسم توقف چرخه سلولي در طي آسيب   - ۳-۱شکل 

  ۱۱..................... ..................................................................................................... آپوپتوز ير دروني از مسيي نما - ۴-۱شکل 

  ۱۷............................ ...........................................................................................................اه حرا ي از گي کليي نما- ۵-۱شکل 

  ۱۷....... ..................................................................................................................اه حرا يوه گي از برگ و ميي نما- ۶-۱شکل 

  ۱۸ ..................................................................................................................................دها ي فلاونوئي ساختار کل - ۷-۱شکل 

  ۲۴..... ................................................................ فورمازان يستال هاي به کرMTTب زرد رنگ ي ترکياي اح- ۸-۱شکل 

  FLASH... ...................... ........................۲۸ند ي فراي در طDNA از اتصال شناساگر نشاندار به يي نما- ۹-۱شکل 

  ۴۴.......................................................................................................................تومتر يک لام هموساي از يي نما - ۱-۲شکل 

  ۴۶........................................................................... .........................................................ي چاهک۹۶ت ير پلي تصو- ۲-۲شکل 

  DNA.......................................... ............................................................................. ...۵۳شانگر اندازه ر ني تصو - ۳-۲شکل 

  ۶۶. ........................................................................................................................... .. آشکارسازر دستگاه ي تصو - ۴-۲شکل 

  ۷۰... ...................................................................ر ديسک  با روش انتشايکروبيت مي از تست حساسيي نما- ۵-۲شکل 

  ۷۳........................................................ ...............ي عصاره متانولي براي کاغذيج حاصل از کروماتوگرافينتا - ۱-۳شکل 

  ۷۴.... ........................................................ .................۹فراکشن  ي براي کاغذيج حاصل از کروماتوگرافينتا - ۲-۳شکل 

  ۷۴. .................................................................... ..۹- ۲فراکشن  ي براي کاغذيج حاصل از کروماتوگرافينتا - ۳-۳شکل 

  MDA-MB 231.................... ........................................۷۶ ي استاندارد جذب رده سلولي منحن نمودار- ۴-۳ شکل

  MDA-MB 231 .............................................................................. .۷۷ ي رشد رده سلوليمنحن نمودار - ۵-۳ شکل

  MDA-MB 231. .. ۷۸ ياه حرا بر رده سلولي پنج عصاره مختلف برگ گسميت سلولياثر   نمودار- ۶-۳ شکل

  L929.......... ............ .۷۹اه حرا بر سلول نرمال ي پنج عصاره مختلف برگ گسميت سلولياثر  نمودار  - ۷-۳ شکل

  ۸۰ ........................................................................................ .......يشن عصاره متانوليفري پرولياثر آنت  نمودار- ۸-۳ شکل

  L929 ...................... .۸۲و  MDA-MB 231 ي بر رده سلولMفراکشن  سميت سلولياثر  نمودار  - ۹-۳ شکل

  ۸۵. .........................................................................................مار شده ي تي سلول ها يکيرات مورفولوژيي تغ- ۱۰-۳شکل 



 

  ذ 

                                صفحهعنوان                                                                                                          

  ۸۶ ...................................................................مار شده ي تي سلول سرطاني ژنومDNAر ژل آگارز ي تصو- ۱۱-۳شکل 

  ۸۸ ........................مار شده يت MDA-MB 231 ي در سلول سرطانTP53ان ژن يزان بيم نمودار  - ۱۲-۳ شکل

  ۸۸. ....................مار شده ي تMDA-MB 231 ي در سلول سرطانBCL-2ان ژن يزان بيم نمودار  - ۱۳-۳ شکل

  ۸۹ .............................................................................................س ي انتروکوک فکاليت بر روي تست حساس - ۱۴-۳شکل 

  ۸۹............ ............................................................................... .....يفي سالمونلا پاراتيت بر روي تست حساس- ۱۵-۳شکل 

  ۹۳............................ ................................. ...............................................................ني لوتئولي ساختار  مولکول- ۱۶-۴شکل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

  ر 

  ها ولفهرست جد

  صفحه                               عنوان                                                                                                           

  ۳۴ ................................ ............ اولدر ستون ها فراکشن يتفاده جهت جداسازستم حلال مورد اسي س - ۱-۲جدول 

  ۳۵ ............................ ................دومدر ستون  ها فراکشن يستم حلال مورد استفاده جهت جداسازي س - ۲-۲جدول 

  ۳۵................................ ..............در ستون سومن هافراکش يستم حلال مورد استفاده جهت جداسازي س- ۳-۲جدول 

  ۳۸........... ها  مختلف عصارهيه غلظت هايط کشت جهت تهياز از محلول استوک و محي حجم مورد ن- ۴-۲جدول 

  PBS................................................. ......................................................۳۷تر ي ل۱ه ياز جهت تهي مواد مورد ن- ۵-۲جدول 

  DMEM........ .................................................... .۳۹ط يتر محي لکي از جهت ساختي مقدار مواد مورد ن- ۶-۲جدول 

  DNA............................................................................. ............۵۲  ي درصد آگارز با توجه به اندازه مولکول- ۷-۲جدول 

  PCR....................... ............................................................................................ ..........۵۸ مواد موجود در بافر - ۸-۲جدول 

  cDNA..... ..................................................................................... .........۶۰ ساخت يه برا مواد مورد استفاد- ۹-۲جدول 

  ۶۰..... ..................................................................................................... تام RNA از cDNA برنامه سنتز -۱۰-۲جدول 

  Bcl-2–For.............................................................. ....................................................۶۱مر ي مشخصات پرا-۱۱-۲جدول 

  Bcl-2 –Rev....................................................... ........................................................۶۱مر ي مشخصات پرا-۱۲-۲جدول 

  Bcl-2................................................................. ........................................................ ....۶۲ شناساگر نشاندار -۱۳-۲جدول 

  p53 –For. ................................................................................................................ ..۶۲مر ي مشخصات پرا-۱۴-۲جدول 

  p53–Rev...................................................................... ........................................... ..۶۲مر ي مشخصات پرا-۱۵-۲جدول 

  p53...... ..................................................................................................... ..۶۲ مشخصات شناساگر نشاندار - ۱۶-۲جدول 

  GAPDH –For........................................................................................................ ۶۳مر ي مشخصات پرا-۱۷-۲جدول 

  GAPDH –Rev................................................................... ............................... ...۶۳مر ي مشخصات پرا-۱۸-۲جدول 

  GAPDH ...................... ....................................................................... ..۶۳ مشخصات شناساگر نشاندار -۱۹-۲جدول 

  PCR..................................................... .....................................۶۴در  زان مواد مورد استفادهي غلظت و م-۲۰-۲جدول 

  TP53....... ................................................................................... ۶۴ن  ژPCRن شده جهت يي برنامه تع-۲۱-۲جدول 

  BCL-2............................................... ........................................۶۵ ژن PCR شده جهت نيي برنامه تع-۲۲-۲جدول 

  ۷۱... ................................../.................................................... استخراج شده از برگ حرا ي ها درصد عصاره- ۱-۳جدول 

  ۷۲ ................................... .............ي کروماتوگراف بدست آمده در هر مرحله ستونيهافراکشن  درصد - ۲-۳جدول 



 

  ز 

                                                                                                                                 صفحهعنوان           

  ۸۱...................................... .متانولی جدا شده از عصاره يهافراکشن  سميت سلولي اثر يج بررسينتا - ۳-۳جدول 

 ۸۴.......................................... ............ي بر سلول سرطانMفراکشن ش و ي مورد آزمايعصاره ها IC50  - ۴-۳جدول 

  ۸۴... ......................................................... مختلف ي در زمان هاي بر سلول سرطانيعصاره متانول IC50  - ۵-۳جدول 

  ۸۴ ................................................................................... ...ش بر سلول نرمالي مورد آزماياره هاعص IC50 - ۶-۳جدول 

  FLASH- PCR......................................................۹۹ با استفاده از روش  TP53بررسي  بيان ژن  -۱ - پجدول 

  FLASH- PCR....................................................۹۹ با استفاده از روش BCL-2ي  بيان ژن بررس - ۲ - پجدول 

  ۱۰۰........... ..................................................................ي مربوط به عصاره متانوليانس داده هايز واري آنال- ۳ - پجدول 

  ۱۰۰... ...........................................................................ي مربوط به عصاره اتانوليانس داده هاي وارزي آنال- ۴ - پجدول 

  ۱۰۰.......... ..................................................................ي مربوط به عصاره هگزانيانس داده هايز واري آنال- ۵ - پجدول 

  ۱۰۱..... ................................................ .................ي مربوط به عصاره کلروفرميانس داده هايز واري آنال- ۶ - پجدول 

  ۱۰۱.... .................................................. ...........................ي مربوط به عصاره آبيانس داده هايز واري آنال- ۷ - پجدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

  س 

  فهرست اختصارات

  

µ                                                          Micro  

ANOVA                                              Analysis of variance 

DMSO                                                 Dimethyl sulfoxide 

PBS                                                     Phosphate buffered saline 

ELISA                                                 Enzyme linked immunosorbant assay 

FCS                                                     Fetal calf serum 

g                                                          Gram 

mg                                                       Milli gram 

ml                                                        Mili liter 

MTT                                                    Dimethylthiazol diphenyl tetrazolium bromide                              

ºC                                                         Degree of centigrade 

pH                                                       Potency of hydrogen 

  



 ۱ 

 

  
 

 

 فصل اول

 مقدمه و هدف

  
                                  

 ســــــرطان  -۱-۱

   کليات درباره سرطان -۱-۱-۱

هاي مشاهده شده در طب باليني است و انتظار مي رود تعداد موارد  ترين بيماري  ترين و شديد  يکي از شايع١سرطان

 توسعه سرطان دومين عامل شايع مرگ و مير در کشورهاي.  افزايش يابد۲۰۲۰ ميليون نفر در سال ۱۵جديد به 

در ايران سومين عامل مرگ و مير . يافته و سومين عامل مرگ و مير در کشور هاي کمتر توسعه يافته است

  . )۱(محسوب مي شود 

نئوپلازي به معني . ها مشخص مي شود سرطان بيماري است که اساساً با تکثير غير طبيعي و غير قابل کنترل سلول

رشد جديد و نئوپلاسم يک توده بافت غير طبيعي است که رشد آن بيش از حد و ناهماهنگ با بافت هاي طبيعي 

اين توده . اش را ادامه دهد ه اند، رشد فزايندههايي که موجب اين تغيير شد بدن باشد و بعد از توقف محرک

    .)۲(برد  غيرطبيعي عملاً خود مختار است و بدون هدف ميزبان خود را از بين مي

هاي ژنتيکي  هاي ژنتيکي بوجود مي آيد، اما دو اختلاف اساسي ميان سرطان و ديگر بيماري سرطان توسط جهش

شود، در حاليکه ديگر  هاي سماتيک حاصل مي اول اينکه سرطان اساساً در اثر جهش در سلول. وجود دارد

                                                 
1- Cancer, Neoplasm 

 


