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هدف از این و  ي درمانی استکاربردها ي بیولوژیکی باهاتیفعالداراي ی است که عیطب کیمونوترپن یفنل بیترک کیکرول کاروا :مقدمه
 .بود MDA-MB-231 ، ردهانسان سینهسرطان  يهاآپوپتوتیک کارواکرول بر روي سلول اثرمطالعه بررسی 
 assay  MTTها با روش سلول يکارواکرول رو IC50دار مق ،MDA-MB-231 يهاو کشت سلول يسازپس از آماده ها:مواد و روش

 بررسی يد. برامشاهده ش DAPI يزیآممختلف کارواکرول با رنگ يهاشده با غلظت ماریت یآپوپتوز در رده سلول يو سپس القا یابیارز
 GraphPad Prism 9 افزارنرم نتایج به کمک استفاده شد.  qPCRاز روش  mRNA در  سطح Bcl-2و  Bax ،P53 يهاژن انیب زانیم

 مورد بررسی قرار گرفت.
 48و  )P=034/0( 24هاي در زمان MDA-MB-231 یهاي سرطاننتایج نشان داد که سمیت سلولی کارواکرول در برابر سلول ها:یافته

)041/0=P (د. ز بووابسته به دُ ساعتIC50  يهاسلول. مشاهده شد میکرومولار 154,2 ساعت 48کارواکرول در زمان MDA-MB-231 
و کاهش میزان بیان ژن آنتی  Baxو  P53ي هابیان ژنافزایش  واسطهبهمسیر میتوکندریال تیمار شده با کارواکرول القاي آپوپتوز را از 

ي  افزایش داریمعنمتراکم در گروه تیمار کارواکرول به شکل  DNAي آپوپتوز شده با هاسلولنشان دادند. همچنین تعداد  Bcl-2آپوپتوز 
 ).P=001/0پیدا کرده بود (

از مسیر  آپوپتوز يالقا قیاز طر تواندیم کارواکرولا ب MDA-MB-231 یرده سلول ماریکه ت نشان دادمطالعه این  گیري:بحث و نتیجه
BAX/BCL-2ل دارد، به به دنبا کارواکرول ترکیب ها باسلول ماریکه ت يمعنادار يمهار ریبه تأثآن شود. باتوجه ری، موجب مهار رشد و تکث

 وجود دارد.سینه  در کنترل و درمان سرطاناین ترکیب از  يبرداربهره يبرا یمناسب یقاتیتحق نهیزم رسدینظر م
 . MDA-MB-231آپوپتوز، سرطان سینه، کارواکرول،  ي:هاي کلیدواژه
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 مقدمه
ر و نــوع بشــ يبــراهــاي خطرنــاك یماريباز ســرطان 

در زنـان اسـت و در  یرومعامل مرگ نیمدو نهیسرطان س

بـه سـبب  نفـر جـان خـود را 522000حدود  2012سال 

 زبـرو، 2008از سـال  .)1(انـد از دسـت داده سرطان سینه

که است، درحالی افتهی شافزای ٪20از  شیب نهیسرطان س

 تـاکنونحال، بااین. )1( است افتهی شافزای ٪14ومیر گمر

 ایـ نهیاز سرطان س يریجلوگ يبرامشخصی  یدرمان روش

هاي الدر سـ .)1( ستیموجود ن یهاي سرطانبیماري ریسا

ــاخ ــاتیتحق ری ــده ق ــر روعم ــاتیترک ياي ب ــ ب  ییایمیش

ــرا اهــانیجداشــده از گ و درمــان ســرطان  يریشــگیپ يب

ا یـا بـ یسـم ریـغ ترکیبات عنوانمتمرکز شده است که به

ــاچیز  ــه شــدهســمیت ن ــر گرفت ــ .)2( انددر نظ  ن،یهمچن

عنوان هب يقو اکسیدانییخواص آنت يدارا یعیطب باتیترک

 يبــرا ییغــذا يکردهــایرو يبــرا یمنطقــ ياســتراتژ کیــ

 .)3( از سرطان در نظر گرفته شده است يریشگیپ

 کیــنــول) ف-)لیــات لیــمت-1(-5-لیــمت-2کــارواکرول (

ــترک ــ بی ــمونوترپن یفنل ــیطب کی ــه ب یع در  شــتریاســت ک

 شـــنی)، آوOriganumvulgare( یپونـــه کـــوه يهااســـانس

)Thymus vulgaris) و مرزه (Saturejahortensisوجـود دارد ( 

ــــارواکرول دارا. )4( ــــده ک ــــزارش ش ــــايیتفعال يگ  ه

 یو ضـد قـارچ یروسـیضدو ،ییایـ، ضد باکترکنندهیضدعفون

خـواص  ،طور گسـتردهبـه ریـاخ یاندر طـول سـال .)5( اسـت

 وقرار گرفتـه اسـت  یمورد بررس ولکارواکر بیترک یکیولوژیب

ضـد  ،اکسـیدانیهاي آنتیفعالیت يگزارش شده است که دارا

ضـد  ،یکروبـیضـد م ک،یژنوتوکس ضدزا، ضد جهش ،يتومور

ضـد  ،یضـد انگلـ ،یـیرگزاضد  ،یدرد، ضد اسپاسم، ضدالتهاب

 . )6،7( و محافظت از کبد است یپلاکت

 يهاکــارواکرول در برابــر ســلول يریــخــواص ضــد تکث   

هاي ، ســلول(A549) کوچــک ریــهاي غســلول هیــســرطان ر

 یهاي ملانـوم موشـسلول ،(K562) مزمن يدیلوئیم یلوسم

(B16) سرطان دهانه رحـم یهاي سلولو رده SiHa  و  HeLa 

 يهاسـلول کـارواکرول در نیهمچن. )8،9( گزارش شده است

ــاریت ــده م ــث ا، ش ــادیباع ــام آپوپتوت ج ــاجس ــزا کی  شیو اف

 و نهیسـرطان سـ يهادر سـلول DNA و تـراکم شدنتکهتکه

 Bcl-2ژن  انیـو کاهش ب PARP، برش 3-فعال شدن کاسپاز

 .)10( شوندیم (HepG-2)سرطان کبد  یدر رده سلول

در  مسیر میتوکندریال در پروسه آپوپتوز که بهباتوجه

 P53یر عوامـل شـیمیایی مختلـف پـروتئین تحت تأثآن 

و  پـرو آپوپتـوزي هاژنو باعث افزایش بیان در  شدهفعال

، )11( شــودیمي آنتــی آپوتوتیــک هــاژنکــاهش بیــان 

اسـت  ینـیفسفو پروتئ یسیعامل رونو کی P53 نیپروتئ

کنـد و در می میژن هدف را تنظـ 2500از  شیب انیکه ب

 يداریهمچون حفظ ثبات و پا یمختلف سلول يندهایفرا

 سـرکوب همـه، ازتر وساز و مهمژنوم، طول عمر، سوخت

در  P53 کـهانـد هداد نشـان مطالعـات. دارد نقـش تومـور

وسـاز سوخت میتنظـدر  ینقش مهمـ یهاي سرطانسلول

 افـیا ویداتیاکسـ ونیلاسیو فسفر زیکولیگل ژهیوبه یسلول

 ژنیدر حضـور اکسـ یحت یهاي سرطانکند. در سلولمی

 يجابـه زیکـولیحاصـل از گل رواتیـپ شـتریب ز،یفراوان ن

 که بـازده شودیم ریتخم ریوارد مس یتنفس سلول ندیفرا

 نیتـأم بـرايها سـلول نیـا یجهدارد. درنت يکمتر اریبس

 يهـواز زیکـولیبـه مصـرف گلـوکز بـالاتر و گل ازین يانرژ

ی در این مطالعه براي اولین بار سـع .)12(دارند  يشتریب

ز شد تا اثر ترکیب طبیعی کارواکرول در القـاي آپوپتـوز ا

هاي سـرطان سـینه در سـلول P53,BAX/BCL-2مسیر 

 ی قرار گیرد.بررس مورد MDA-MB-231رده 

 هامواد و روش
و مطالعـه تجربـی انجـام گرفـت  صورتبهتحقیق حاضر 

 درصد بود.  95ی بالاي مانها به مطالعه زندهشرط ورود نمونه

 مواد شیمیایی
از سـیگما آلـدریچ  98مایع کـارواکرول بـا خلـوص %

ــه شــد ( ــل ). ديCat Numb: 282197آلمــان تهی  متی

ــید ــد ،)DMSO( سولفوکس ــان  Merck پارافُرمالدهی آلم
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)Catalog No: 104005(  و محیط کشت سلولیDMEM 

)Dulbecco’s Modified Eagle Medium و (FBS 

)Fetal Bovine Serum ،(نیلیسیپن G استرپتومایسـین ،

 MTT )Methyl Thiazolyl diphenyl-tetrazoliumو 

bromide از (Sigma Aldrich )Lot: MKCL9868 تهیه (

و نیـز مسـترمیکس سـایبر  RNAگردید. کیت استخراج 

ــرین  ــت  qPCRگ ــین کی ــگو همچن از  DAPIي زیآمرن

ي و سـازادهآم پروتکـلشرکت دنا زیسـت تهیـه و طبـق 

 استفاده شد.

 کشت سلول
از مرکز ملی ژنتیـک ایـران  MDA-MB-231هاي سلول

 FBSحـاوي  DMEMخریداري و در محیط کشـت سـلولی 

 در دمـا 1و استرپتومایسین بـه میـزان % نیلیسیپنو   10%

 25Tي کشـت سـلول هافلاسکدرون  گرادسانتیدرجه  37

ط رطوبـت محیط کشت سـلولی در شـرای تریلیلیم 5حاوي 

انکوبــه شــدند. پــس از اتصــال و تکثیــر  CO2  5%و   95%

دند کف فلاسک را پوشـان 90% باًیتقربه صورتی که  هاسلول

ي متناسب هاتیپلتریپسینه و جهت انجام تیمار به  هاسلول

 با نوع آزمایش انتقال داده شدند.

بررسی میزان سمیت سلولی کارواکرول: تکنیک 

MTT assay 
ــراي بررســی  ــر ب ــارواکرول ب ــر ســمیت ســلولی ک اث

استفاده  MTT assayهاي سرطان سینه از تکنیک سلول

-MDA-MBسـلول  5× 103شد. بدین ترتیب که تعداد 

خانه کشت شـد و  96ي پلیت هاچاهکدر هریک از  231

در شـرایط مناسـب کشـت  هاسلولساعت که  24بعد از 

چسـبید، محـیط رویـی خـارج و  هاچاهکسلول، به کف 

 0هاي مختلفی از کارواکرول (تحت تیمار غلظت هالسلو

و  24ي زمانی هابازه) قرار گرفتند و پس از Mµ 1200تا 

بـا  MTTیی، محلـول تـا3ي تکرارها صورتبهساعته  48

 4اضــافه شــد و بعــد از  هاســلولبــه  mg/L 500غلظـت 

حـل گراد جهـت درجه سـانتی 37ساعت انکوباسیون در 

 DMSOیتـر ل یکروم 100ازان، ي فورمهاستالیکر کردن

به هر چاهک اضافه شد و جذب نوري هر یک بـه کمـک 

ــدر ( ــزا ری  nM 570 مــوجطول) در Stat Fax 3200الای

 GraphPad Prism 9 افــزارنرمگیري و بــا کمــک انــدازه

در هر یک از تیمارها نسـبت بـه  هاسلولی مانزندهمیزان 

رواکرول کـا IC50گروه کنترل (بدون تیمار) و همچنـین 

 .)9(گیري شد اندازه

 DAPI Stainingآپوپتوز:  القابررسی میزان 
 MDA-MB-231هاي براي بررسی القا آپوپتوز، سلول

هاي ي کشت حاوي غلظتهاطیمحساعت با  48به مدت 

چاهکی کشـت داده  24مختلف از کارواکرول درون پلیت 

بـا  هاسلولشدند، سپس محیط رویی هر چاهک تخلیه و 

PBS ـــه ـــوشستی آرامب ـــدند.  وش ـــک داده ش ـــا کم ب

 هاسـلولدقیقـه  10درصـد بـه مـدت  4رمالدهید %پاراف

 هاســلول DAPI 1:1000فــیکس و بــا اســتفاده از رنــگ 

میـزان  هاسـلولی مانزنـدهآمیزي شد. براي بررسی رنگ

ــا  ــک ب ــر چاه ــانت ه ــوذ فلورس ــزارنرمنف  Image J اف

هاي آپوپتوز گیري شد و جهت شمارش تعداد سلولاندازه

بعاد منطقه (با ا 15قی براي هر چاهک اتفا صورتبهشده 

1mm2 بــا  هاســلولشــمارش شــد.  هاســلول) انتخــاب و

و  شـدهقطعهقطعهي هسته متـراکم، چروکیـده، هایژگیو

ر نظـر سلول آپوپتوز شده د عنوانبهشدت فلورسانت بالا 

 گرفته شدند.

و  RNA: استخراج هاژنبررسی میزان بیان کمی 
qRT-PCR 

هـاي بـا غلظت MDA-MB-231هاي پس از تیمار سـلول

 100،150،200،250،300،350،400مختلــف از کــارواکرول (

سـاعت، جهـت بررسـی میـزان  48میکرومولار) در بازه زمانی 

در مقایســه بــا گــروه  Baxو  Bcl-2, P53هــاي بیــان ژن

ــت شــرکت  RNAاســتخراج  نشــدهدرمان ــا اســتفاده از کی ب

)ROJE Lot: 505922021210700 کیت انجام  کلپروت) طبق

کمیـت هـر نمونـه بـه کمـک نـانودراپ در  -ت گرفت و کیفی
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نانومتر بررسی گردید. مقدار  260/280و  230/260 موجطول

بـراي تهیـه  شـدهاستخراج RNAاز  تـریلیلیمنانوگرم در  20

cDNA )VERER. Lot:CS0050 در هر واکـنش اسـتفاده و (

بـه  )VERNER. Lot:RPM38( نیگـر بریسـااز مسترمیکس 

ــک از ژن ــر ی ــراي ه ــی ب ــاي اختصاص ــک پرایمره ــاي کم ه

ــه ــه  β-actinو ژن  موردمطالع ــی در  عنوانب ــرل داخل ژن کنت

و بـا  qRT-PCRبـه کمـک روش  هـاژنبررسی میـزان بیـان 

ــدازه QIAquant 96 اســتفاده از ترموســایکلر  ي شــد ریگان

 ).1(جدول 

 qPCR  دراستفاده  مورد يمرهایپرا یتوال  .1 جدول
 نام ژن توالی آغازگر پیرو پیشروآغازگر  یتوال )bpل محصول (طو

140 5’-AGGCCTTGGAACTCAAGGAT-3’ 5’-AGGCCTTGGAACTCAAGGAT-3’ TP53 
73 5’-GATCAGCTCGGGCACTTTAGTG-3’ 5’-GATGACTTCTCTCGTCGCTA-3’ Bcl-2 
229 5’-CGTGGTTGCCCTCTTCTACTTT-3’ 5’-GATCAGCTCGGGCACTTTAGTG-3’ Bax 
131 5’-GATGACTTCTCTCGTCGCTA-3’ 5’-GTAGTTTCGTGGATGCCACA-3’ β-actin 

 

 آنالیز آماري
اسـتفاده از ار انجـام شـد. ها در سـه تکـرهمه آزمایش

هـا از ه دادهنشـان داد کـ رنوفیاسـم -آزمون کلمـوگروف 

 بـا آمـاري يهالیوتحلهیـتجز کنندیم يروینرمال پ عیتوز

 صـورت بـه و نتایج شد انجام GraphPad Prism 9 افزارنرم

 بـا آماري يهاتفاوت .شد گزارش معیار انحراف ± میانگین

 بـه P > 05/0 ارمقـد زوجی ارزیـابی و-tآزمون  از استفاده

 هـر گـروه .شـد گرفتـه نظـر در يداریمعنـسـطح  عنوان

 شده است. سهیوه کنترل مقاصورت جداگانه با گربه

 هاافتهی

  assayروش ول به ارزیابی اثر سمیت کارواکر

MTT 
 یرتحـــت تـــأث MDA-MB-231هاي ســـلول یمانزنـــده

ده از کـارواکرول بـا اسـتفا میکرومـولار 1200تا  0هاي غلظت

سـاعت مـورد  48و  24 بازه زمـانیدر دو  assay  MTTروش 

 .قرار گرفت یابیارز

-MDAهاي سـلول يکارواکرول بـر رو یسلول تیاثر سم

MB-231 حاصل نشـان داد کـه در هـر  جینتاو  دیگرد یابیارز

 یمانساعت، کارواکرول موجب کاهش زنـده 48و  24دو زمان 

صــورت وابســته بــه دزُ به MDA-MB-231هاي ســلولدر 

سـاعت برابـر بـا  24 بـازهر ول دکارواکر IC50 زانی. مگرددیم

ــولاریم 5/178 ــازهو در  کروم ــا  48 ب ــر ب ــاعت براب  2/154س

ــده .دیــمحاســبه گرد کرومــولاریم ي هســاعت 48و  24 یمانزن

سـمیت سـلولی نشان داد که اثر  MDA-MB-231هاي سلول

اسـت  زیبالاتر وابسته به زمان ن يکارواکرول مخصوصاً در دزُها

 ).1-(شکل

 
ي هاغلظت با شده ماریت MDA-MB-231هاي سلول یمانزنده .1شکل 

 ا(میله خط ساعت 48و  24 ي زمانیهاکارواکرول در بازه مختلف از
 انحراف معیار است). دهندهنشان
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ارزیابی قابلیت القا آپوپتوز توسط کارواکرول با 

 DAPIي زیآمرنگ

 هايسـلول در کـارواکرول توسـط آپوپتوز القا قابلیت

MDA-MB-231 آمیزيرنگ از استفاده با نیز DAPI  بـه

 گردیـد کمک میکروسکوپ  اینـورت فلورسـانت بررسـی

ساعت تحت تیمار غلظت  48به مدت  ها). سلول2شکل (

IC50  میکرومولار) قرار گرفتند. ایـن  2/154(کارواکرول

 امر سبب ایجاد تغییرات مورفولوژیکی نظیر چروکیـدگی،

و  غشـا برآمـدن کرومـاتین،شـدن قطعهقطعه شدن، گرد

 مـورد در فلورسـنت آبـی رنـگشـدن  پررنـگهمچنین 

توز هاي آپوپسلول عنوانبهشد که  دهیدبیآسي هاسلول

شده در نظر گرفته شد که این موارد در گروه کنترل بـه 

هاي سالم کمتر مشاهده لولي به نسبت سداریمعنشکل 

 ).2) (شکل P=001/0گردید(

    
 با ساعت 48 یزمان بازهکارواکرول (ب) در  IC50با  ماریتکنترل (الف) و  گروهدو  در MDA-MB-231 هايسلولدر  آپوپتوزالقا ی میزان بررس . 2شکل 

 ار است).دهنده انحراف معی). (میله خطا نشانP > 01/0هاي آپوپتوز شده نسبت به کل (ج) میانگین تعداد سلول DAPI يزیآمرنگ از استفاده
 

 هاي مرتبط با آپوپتوزارزیابی میزان بیان ژن
 Bcl-2 ،Baxمرتبط با آپوپتـوز ( يهاژن یانیب بررسی

 به کمک تکنیـک MDA-MB-231 يها) در سلولP53و 

qRT-PCR  ژن  انیـب مطالعه قرار گرفـت. موردβ-actin 

 mRNA انیـب در مقایسـه يبـرا یعنوان کنترل داخلـبه

هاي سـلول تیمـار هاي مرتبط با آپوپتوز استفاده شد.ژن

MDA-MB-231 در غلظـت  با کارواکرولIC50 )2/154 

 يهارونوشت میزان بیان ساعت، 48به مدت  )کرومولاریم

mRNA  ژنP53 ـــزا ـــت شیرا اف ـــاریت. داده اس ـــا م  ب

نشـان و بـالاتر  کرومـولاریم 2/154 غلظت کارواکرول در

 يهادر سـلول Baxو  P53هـاي میـزان بیـان ژنداد که 

MDA-MB-231 گروه کنترل (بدون تیمار)با  سهیدر مقا 

ــه شــکل  ــب )، P=044/0اســت ( افتــهیشیافزاي داریمعن

بـا کـارواکرول کـاهش شـده  مـاریت يهاسـلول نیهمچن

ــ ــاً Bcl-2ژن  mRNA میتنظ ــاغلظتدر  را مخصوص ي ه

سـاعت  48 یز در نقطـه زمـانصورت وابسته به دُبهبالاتر 

 ).5-3) (شکل P=038/0نشان دادند (
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افزایش غلظت  ساعت. با 48ر بازه زمانی د کارواکرولي مختلف از هابا غلظت ماریتحت ت MDA-MB-231 یدر ردة سلول P53ژن  انیب .3شکل 

دهنده انحراف معیار (میله خطا نشان  )P > 01/0(** به صورت معنی داري نسبت به گروه کنترل افزایش پیدا کرد P53کارواکرول، میزان بیان ژن 
 است).

 
 250، 150. در غلظت هاي ساعت 48در بازه زمانی  کارواکرولهاي مختلف از با غلظت ماریتحت ت MDA-MB-231 یدر ردة سلول Baxژن  انیب .4شکل 

دهنده طا نشانخ لهیم( )P >01/0و** P >05/0*( نسبت به گروه کنترل به صورت معنی داري دیده شد Baxاز کارواکرول، افزایش بیان در ژن  400تا 
 ).است اریانحراف مع

 

 
 µM400 تنها در غلظت. ساعت 48 یاکرول در بازه زمانهاي مختلف از کاروبا غلظت ماریتحت ت MDA-MB-231 یدر ردة سلول Bcl-2 ژن انیب .5شکل 

دهنده انحراف معیار (میله خطا نشان )P >05/0(* مشاهده شد ي نسبت به گروه کنترلتفاوت معنی دار BCL-2از کارواکرول، در میزان بیان ژن 
 است).
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 گیريبحث و نتیجه
 یهـاي مختلفـدرمـان سـرطان از روش يامروزه بـرا

شـود. در یماستفاده  یوتراپیدرمانی و رادشیمیهمچون 

ــ ــال یط ــهاي اخس ــه پ ری ــرفتیاگرچ ــده ش اي در عم

شده است؛ امـا تـاکنون  جادیسرطان ا یدرمان يراهکارها

نشـده اسـت؛ لـذا  یمعرف يماریب نیا يبرا یدرمان قطع

 بـاتیترک زیـو ن یمـاندر يراهکارهـا افتنیـ يتلاش بـرا

 همچنـان ادامـه دارددرمان سـرطان  يبرا دیجد ییدارو

)13(. 

 در القـا آپوپتـوز بـر کـارواکرولر حاضر اث قیدر تحق

 MDA-MB-231ي رده ســینههاي ســرطان ســلول يرو

 اثـر دهندهحاصـل نشـان جیقرار گرفت. نتـا یمورد بررس

-MDA یسـلول يهردروي  برکارواکرول،  بیترکسمیت 

MB-231  .ــود ــیب ــمیاز مکان یک ــایس يهاس  تهیتوتوکس

 قیـاست؛ لذا در تحق آپوپتوز يلقاضد سرطان، ا باتیترک

هاي آپوپتـوز توسـط کـارواکرول در سـلول يحاضـر القـا

شـد.  یهاي مختلف بررسـموردمطالعه با استفاده از روش

آپوپتـــوز بـــا اســـتفاده از  میمســـتق یابیـــروش اول ارز

موجـب کـارواکرول بود که نشان داد   DAPI آمیزيرنگ

 یطرف و از شودمی کیهاي آپوپتوتمعنادار سلول شیافزا

 Bcl2 و  Bax،P53 در آپوپتوز شـامل لیسه ژن دخ انیب

 یابیـارز  qRT-PCR کیـبـا تکن mRNA در سـطح زیـن

 بیان ژن نشان داد که انیب یحاصل از بررس جی. نتادیگرد

در  کیـپـرو آپوپتوتهاي ژن عنوانبه P53 و Bax هايژن

ي نسبت به گروه داریمعنبه شکل شده  ماریهاي تسلول

 عنوانبـه Bcl2 در ژن کـهیدرحال ابدییم شیافزاکنترل 

کـه  دیـده شـد mRNA انیکاهش بژن آنتی آپوپتوتیک 

هاي بـالاتر کـارواکرول بـه این کاهش بیان ژن در غلظت

 ي نشان داده شد.داریمعنشکل 

 یرانیزنان ا انیسرطان در م نیترعیشا سینه سرطان

است. از  یشروبه افزا ریاخ يهاآن در دهه وعیاست که ش

تـوان بـه مهـار می سـینهعوامل مـؤثر در بـروز سـرطان 

 ،هـاپروتوانکوژن انیـب شیهاي سرکوبگر تومـور، افـزاژن

 يداریـ، ناپاDNA میدر تـرم لدخیـهـاي ژن انیب رتغیی

ــوزوم ــفعال ،یکروم ــومراز و همچن ــتغ نیشــدن تل  راتیی

آپوپتـوز و  ینقش اساسـ لیاشاره نمود. به دل یکیژنتیاپ

ها، سـلول میدر کنترل تقس یسلول دهشیزيرمرگ برنامه

بتواننـد آپوپتـوز را  دیبا حاًیترج دیشده جدارائه يداروها

 .)14( ندیالقا نما یسرطان يهادر سلول

نقش اساسی آپوپتوز در کنتـرل هموسـتاز،  بهباتوجه

ي ضـد سـرطانی هـادرمانیی را بـراي هـاحلراهآپوپتوز 

که  اندشدهگزارشترکیبات بسیاري  تاکنونفراهم کرده و 

قا آپوپتوز اثرات ضـد سـرطانی آنهـا مشـخص از طریق ال

ي هاياسـتراتژشده است. بنا به این گفته امروزه یکـی از 

درمانی سـرطان هوشمندانه و جالب که حتـی در شـیمی

قـرار گرفتــه اسـت، مــداخلات ترکیبــات  موردتوجــهنیـز 

ــت ــی اس ــه به طبیع ــورتک ــیر  ص ــق مس ــالقوه از طری ب

ــا  ــدریال ی ــطهبهمیتوکن ــ واس ــایی تخری ــوم در توان ب ژن

هاي سرطانی خاصیت القا آپوپتوز را داشـته باشـند سلول

)15،16(. 

در راستاي این پژوهش؛ مطالعات بسیاري به بررسـی 

 هاي سرطانی پرداختند:اثر کارواکرول در سلول

ــی  ــدهل ــاران زن ــلول یمانو همک ــوز  یس را در و آپوپت

، BT-483 ،BT-474 ســینه   ســرطان یهــاي ســلولرده

MCF-7 ،MDA-MB-231و ، MDA-MB-453  ــاریت  م

-CCK با اسـتفاده از روش بیشده با کارواکرول را به ترت

 یلهاي سـلودر رده TRPM7کردند.  نییتع ELISA و 8

MDA-MB-231 و MCF-7  .توسط کارواکرول مهـار شـد

 ، MDA-MB-231 يهادر ســلول TRPM7 عملکــرد

MCF-7 و HEK293 کلمـپ و روش  -بلات، پچ با وسترن

نشـان داد  جیقرار گرفت. نتـا شیمورد آزما 2-کوئنچ فوراً

را  سـینههاي سـرطان که کارواکرول زنده مانـدن سـلول

 کرومولار،یم 200 غلظت . درکندیباقدرت متفاوت مهار م

MDA-MB-231  ــاس ــر MCF-7 و نیترحس  نیکمت
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ــارواکرول نشــان را  تیحساســ ــه ک هــاي . در غلظتاددب

القا  يریور چشمگطآپوپتوز به کرومولار،یم 200از  شتریب

-MDA-MBرا در  TRPM7 يشد. کارواکرول عملکردهـا

231،MCF-7  و HEK293  200مهار کرد. کارواکرول در 

داد و  شیافــزا G1/G0 ها را در فــازســلول کرومــولاریم

 يهانیپروتئ یبرخ میبا تنظ G2/M و S ها را در فازسلول

مطالعـه  نیـکـاهش داد. ا  MDA-MB-231 در نیکلیسـ

را بـا  سـینههاي سـرطان اد که کارواکرول سـلولنشان د

 .)17( کندیسرکوب م یچرخه سلول میتنظ

-MDA  هايسـلول یمانزنـدهنیـز حاضر  قیدر تحق

MB-231 کرومـولاریم 1200تا  0هاي غلظت یرتحت تأث 

 تیکـه سـم دیـمشـخص گردشـد و  یابیـکارواکرول ارز

 M400µهاي بالاتر (در غلظتکارواکرول وابسته به دُز و 

در  IC50 زانیـم نیزمـان اسـت. همچنـوابسـته بـه ) ≤

-MDA-MB یسلول يهرد رساعته د 48و  24هاي ماریت

محاسـبه  کرومـولاریم 2/154و  5/178 بیـترت بـه  231

 ما نیز در این تحقیق همسو با نتایج پـژوهش لـی. دیگرد

 گـرددیآپوپتـوز م يکه کارواکرول موجب القـا میافتیدر

ــچراکــه ارز ــب یابی ــاهــا ژن انی ــ ب  qRT-PCR کتکنی

 و Bax کیـهاي پرو آپوپتوتژن انیب شیافزادهنده نشان

P52 کی آپوپتوتیـژن آنت انیو کاهش ب Bcl2 نیـبـود. ا 

  ید.تأیید گرد زین DAPI آمیزيبا رنگ هاافتهی

نقــش کــارواکرول در  یو همکــاران بــه بررســ مــاري

کـه در پـاتوژنز سـرطان  PI3K/AKT نگیگنالیس لیتعد

 MCF-7 يها، با استفاده از سلول)18( است لیدخ سینه

 در دروژنازیــو لاکتــات ده MTTپرداختنــد. ســنجش 

مختلــف کــارواکرول  يشــده بــا دُزهــا مــاریت يهاســلول

 24مختلف ( ی) در مقاطع زمانتریبر ل کومولیپ 250-0(

خـه مانند توقـف چر ییدادهایساعت) انجام شد. رو 48و 

مشـاهده  يتومتریفلوسا زیتوسط آنال زیو آپوپتوز ن یسلول

 نیکلیوابسته بـه سـ نازی، کp-Rb ،cyclin D1 انیشد و ب

4 (CDK4) ،CDK6 ،Bax ،Bcl-2 ،PI3K/p-AKT  توسط

ــوبلاتیا ــال مون ــا زیآن ــه  جیشــد. نت حاصــل نشــان داد ک

 24در  تریمول در لکرویم 200معادل  IC50با  کرولکاروا

کاهش  يداریطور معنرا به یسلول یمانندهساعت ز 48و 

 G0در تجمع فاز  یتوجهقابل شیتر از همه، افزاداد. مهم

/ G1 هاي بـا کـارواکرول در سـلول ماریپس از تMCF-7 

-p يهـانیپروتئ انیـتوجه در بوجود داشت. کاهش قابل

Rb ،cyclin D1 ،CDK4  وCDK6 ــان ــف نش دهنده توق

کارواکرول به طـور  ماریت ن،یا بود. علاوه بر یچرخه سلول

را مهار کرد  PI3K/p-AKT يهانیپروتئ انیب یتوجهقابل

و  Bcl-2آپوپتـوز باواسـطه کـاهش  يکه منجـر بـه القـا

حاضـر  قیـ. در تحق)19(شـد  Bax نیپروتئ انیب شیافزا

کـه کـارواکرول بـا  دیـدمشـاهده گر یبه طور مشابه زین

 يموجــب القــا Bcl-2و  Bax ،P53هــاي ژن انیــب رییــتغ

-MDA-MBهاي در سلولاز مسیر میتوکندریال آپوپتوز 

 شود.می 231

ــانواده  ــاي خ ــیم  Bcl-2اعض ــی در تنظ ــش مهم نق

Transduction  آپوپتوزي دارنـد کـه بـه سـه زیرخـانواده

، Bcl-2 ،BclXL( کیـآپوپتوت یآنتـ هـايینپروتئشامل 

BclW ، MCL1  وBFL1/A1هايین)، پروتئ BH3 Only  

)Bad ،Bim،Noxa   وPuma9هـايینپروتئ همچنین ) و 

 . اساسـاًشـوندیتقسـیم م )Bakو  Bax( کیـپرو آپوپتوت

ــانواده  ــاي خ ــه اعض ــخص و  Bcl-2هم ــاي مش عملکرده

-Bclبا دیگر اعضاي خانواده  ازجمله آنکه مشترکی دارند

، با اتصـال پـروتئین در تنظـیم دهندمیدایمر تشکیل  2

به تشـکیل منفـذ  و همئوستازي میتوکندري نقش دارند

 . )20،21(نمایند میغشاي خارجی میتوکندري کمک 

 قـاتیحاضـر و تحق قیـتحق يهاافتـهیمطالب با  نیا

تحت  را Bcl-2 و Bax ،P53 هايژن انیب رییمشابه که تغ

راستا اسـت. بـه نظـر اند همکارواکرول گزارش کرده یرتأث

کـارواکرول در  مـلع يهاسـمیاز مکان یکـیکـه  رسدیم

 ،یهاي سـرطاندر سـلول تیسـم جـادیآپوپتـوز و ا يالقا

 .است يهاي آپوپتوزژن انیب رییتغ
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مطالــب  بــه باتوجــهشــاید بتــوان چنــین گفــت کــه 

 بـه نظـرحقیـق، ایـن ت يهاافتهی و همچنین شدهگزارش

کـارواکرول در  مـلع يهاسـمیاز مکان یکـیکـه  رسدیم

 ،یهاي سـرطاندر سـلول تیسـم جـادیآپوپتـوز و ا يالقا

یتوکنـدریال مو القـا مسـیر  يهاي آپوپتوزژن انیب رییتغ

 .هستآپوپتوز 

بـر کارواکرول سایتوتوکسیسیته حاضر اثر  قیتحق در

ــلول يهرد ــب MDA-MB-231 یس ــگرد یررس ــادی  جی. نت

 هدر يبـرا کـارواکرول بیترک تیدهنده سمحاصل نشان

 یکـه رده سـلول رسدیمطالعه بود. به نظر م مورد یسلول

MDA-MB-231 برابـر کـارواکرول داشـت.  رد تیحساس

 يقانشان داد که کارواکرول، موجب ال DAPIآمیزي رنگ

. در گــرددیم MDA-MB-231هاي آپوپتــوز در ســلول

اده نشـان د زیـن P53و  Bcl-2 ،Baxهاي ژن انیب یابیارز

 رییـل تغکـارواکرو بیـترک یرها تحت تأثآن انیشد که ب

 که اسـتفاده دهندینشان م جینتا نیا یطورکل. بهابدییم

در درمـان  یتوجهقابـلی اثربخشـ تواندیم کارواکرول از

تر و شاید با مطالعات بیش داشته باشد یسرطان يهاسلول

یک داروي  عنوانبهکارواکرول  در این زمینه، در آینده از

درمانی سـرطان جهـت کمکی در کنـار داروهـاي شـیمی

ــول دوره  ــاهش ط ــا و ک ــانبی داروه ــرات ج ــاهش اث ک

 .ادکردسرطان ی مبتلابهي درمانی بیماران هاپروسه

  تشکر و قدردانی
 علـی نظـرمرحـوم دکتـر  با گرامیداشت یاد و خاطره

ــا خرمــان کــه يمؤســس شــرکت داروســاز صــالح نیــا  ب

و  تیـفیک يرا در ارتقـا مـا شـانارزشمند يهاییراهنما

ایـن مقالـه مسـتخرج از نمودنـد،  ياری قیتحق نیانجام ا

رساله دکتراي تخصصی ژنتیک مولکـولی بـه کـد رسـاله 

 .است 220480451672399188394

 تعارض منافع
ــدیمنویســندگان اظهــار  ــهچیهکــه  دارن تعــارض  گون

 رد.منافعی در پژوهش حاضر وجود ندا

 یمال تیحما
 .رفتیپذحمایت مالی انجام  چیهاین مطالعه بدون 

 سندگانیمشارکت نو

 ،يو گــردآور یعلمــ یطراحــحســن داریــوش نــژاد، 

هیـه ت ،ا. آیـت مـرادي پـورهـداده ریو تفس لیوتحلهیتجز

 ،زادهياحمـدنوشـتار اولیـه. چنگیـز و اصلاح  سینوشیپ

مقاله سخه ن یینها دییتأمشاوره در تست هاي مولکولی و 

کمـک در انجـام  ،حامد اسـمعیل لشـگریان .نگارش شده

 آزمایشات مولکولی و تایید نهایی نسخه نگارش شده.

 و درج کد اخلاق یملاحظات اخلاق
اخلاق دانشـگاه علـوم  تهیپژوهش مورد تأیید کم نیا

ــک ــتان ( یپزش ــرار IR.LUMS. REC.1399.034لرس ) ق

 گرفت.
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Abstract 

Background: Carvacrol is a natural monoterpene phenolic compound that has biological activities 
with therapeutic applications, and this study aimed to investigate the apoptotic effect of Carvacrol 
on the human breast cancer cell line MDA-MB-231. 
Materials and Methods: After the preparation and cultivation of MDA-MB-231 cells, the IC50 
value of Carvacrol on the cells was evaluated by the MTT assay method, and then the induction of 
apoptosis in the cell line treated with different concentrations of Carvacrol was observed by DAPI 
staining. The qPCR method was used to check the expression levels of Bax, P53, and Bcl-2 genes at 
the mRNA level. The results were analyzed using GraphPad Prism 9 software. 
Results: The results showed that the cytotoxicity of Carvacrol against MDA-MB-231 cancer cells 
was dose-dependent at 24 (P=0.034) and 48 (P=0.041) hours. The IC50 of Carvacrol at 48 h was 
154.2 μM. The MDA-MB-231 cells treated with Carvacrol showed induction of apoptosis from the 
mitochondrial pathway by increasing the expression of P53 and BAX genes and decreasing the 
expression of the anti-apoptotic Bcl-2 gene. In addition, the number of apoptotic cells with dense 
DNA increased significantly in the Carvacrol treatment group (P=0.001). 
Conclusion: This study showed that treatment of the MDA-MB-231 cell line with Carvacrol can 
inhibit its growth and proliferation through the induction of apoptosis from the BAX/BCL-2 
pathway. Considering the significant inhibitory effect of the treatment of cells with the Carvacrol 
compound, it seems that there is a suitable research field for using this compound in the control and 
treatment of breast cancer. 
Keywords: Apoptosis, Breast Cancer, Carvacrol, MDA-MB-231.  
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