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  )مقالۀ پژوهشی(

های بافت اسفنجی انار بر روی  اثر انواع عصاره بررسی فیتوشیمیایی و مقایسۀ

 Caco-2 های سرطانی روده سلول

 

 *3، ندا میرزایی2، بابک مختاری1مریم کلاهی

 

 چکیده
و آنتي اکسیداني  بررسي خواص ضدسرطاني حاضرۀ هدف مطالع زمینه و هدف:

 هایسلول بر روی .Punica granatum L)) انار بافت اسفنجي چهار نوع عصارۀ
 بود. Caco-2سرطان روده 

های فیتوشیمي مورد شناسایي قرار  ترکیبات بافت اسفنجي انار با روش بررسی:  روش
های  عصاره ،اکسیداني سیتي و آنتي گرفت. به منظور بررسي خواص سیتوتوکسي

تهیه گردید.  خیساندنسوکسله و هگزاني بافت اسفنجي انار به دو روش _اتانولي و ان
های  آزمون ۀوسیله سرطان روده ب Caco-2 هایسلول ها بر روی اثر این عصاره

MTT ،NBT  ، TBAو میزان آنزیم کاتالاز (CAT.مورد بررسي قرار گرفتند ) 
آلكالوئیدی،  تانني، های فلاونوئیدی، های فیتوشیمیایي، حضور ترکیب بررسي ها: یافته

 ی،های استروئید ترکیبو عدم حضور  Cو ویتامین  يکتون ی،آلدهید ،یترپنوئید
 دست آمده ازه ب یجکند. نتا مي تأییداسفنجي انار   ساپونیني و پروتئیني را در بافت

 یترین بقاکه کمنشان داد  MTT با استفاده از روشي سلول یبقا یزانم يبررس
-بودهني به روش سوکسله هگزا_عصارۀ انهای سرطاني تیمار شده مربوط به  سلول

هگزاني به روش _عصارۀ انخاصیت پراکسیداني بیانگر  NBTنتایج آزمون . است
های سرطاني با این عصاره منجر به مرگ سلولي ناشي باشد، تیمار سلول ميسوکسله 

نتایج پراکسیداسیون غشایي نشان داد که بیشترین از طرف دیگر د. شو آپوپتوز مي از
های  صارهعبه ترتیب مربوط ه های تیمار شده ب ي سلولمیزان تخریب غشای

لیت بود. بالاترین فعا هگزاني به روش سوکسله و اتانولي به روش ماسراسیون_ان
 اتانولي به روش ماسراسیون بود. عصارۀتیمار با آنزیم کاتالاز مربوط به 

در  یزبا ویژگي های پروآپوپتووجود ترکیبات مختلف شناسایي شده  گیری: نتیجه
به تنهایي و یا  این عصارهترکیبات کار بردن ه دهد که ب بافت اسفنجي انار نشان مي

کاری نوین برای درمان سرطان تواند راه همراه با داروهای ضدسرطان شیمیایي مي
 باشد.
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 مقدمه

بر باشد.  های شایع مي امروزه سرطان یكي از بیماری

های آماری و اپیدمیولوژیك در  اساس آخرین بررسي

سرطان جان  هزار نفر در اثر 91ایران، سالانه بیش از 

 هزار 01از  سالانه بیش که شود زده ميبازند و تخمین مي

سرطان روده مورد جدید سرطان در کشور رخ دهد. 

شیوع در جهان بوده و دومین سرطان  سومین سرطان پر

این سرطان  شود. کشنده پس از سرطان ریه محسوب مي

 پنجم قرار دارد ۀسوم و در مردان در رتب ۀدر زنان در رتب

در افراد مسن بروز  ها جا که بیشتر سرطان . از آن(5)

ند و کشور ایران جمعیت نسبتاً جواني دارد، با ک مي

نزدیك  ۀرود که در آیند انتظار مي افزایش امید به زندگي

ومیر این بیماری مهلك در کشور به میزان بروز و مرگ

سرعت افزایش یابد. بنابراین با توجه به اهمیت مبارزه با 

کنترل در کشور  ۀوجود برنام ،اری مهلك )سرطان(این بیم

 .(2)  دارد ضرورت

درماني، های درماني مختلف نظیر شیمي راه

بالا، عوارض  و جراحي علاوه بر هزینۀ رادیوتراپي

درمان  ۀستفاده از گیاهان دارویي به منزلامختلفي دارند. 

افزون رو به افزایش است. ترکیبات گیاهي  به صورت روز

(phytochemicals قابلیت کاهش بروز تعدادی از )

 . (9) باشند دارا ميتومورها را 

داشتن طیف وسیعي از  ۀبه واسط گیاهان دارویي

به عنوان یك منبع بالقوه از  ،ترکیبات زیستي فعال

 ویژه هستند؛ درماني جدید مورد توجه داروهای شیمي

های متعددی از  متابولیسم ثانویه، گروه طي گیاهان

های طبیعي از قبیل آلكالوئیدها، ترکیبات پلي  فراورده

کنند، که  ها را تولید مي ترپنوئیدها و کومارین ولي،فن

-ها در خود گیاه، در درمان بیمارینظر از نقش آنصرف

 .(1، 3) گیرند های انساني مورد استفاده قرار مي

و نام  .Punica granatum Lانار با نام علمي 

 ۀگیاهي متعلق به خانواد Pomegranateانگلیسي 

Punicaceae .ای موجود در ه متابولیت است

ها،  های مختلف میوه و درخت انار شامل انواع قند قسمت

ها، فلاوونوییدها،  فنلاسیدهای آلي، آلكالوییدها، پلي

ها و نظایر آن  ها، اسیدهای چرب، ویتامین آنتوسیانین

گلوکز،  :انار شامل ۀموجود در عصار ۀاست. قندهای عمد

ای موجود در ه ویتامین( و 0) فروکتوز، ساکاروز و مالتوز

همچنین اسید  ،و بتاکاروتن هستند B2 ،B1 ، Cآن

اسید مالیك، اسید سوکسینیك، اسید تارتاریك،  سیتریك،

ترین اسیدهای  مهم ۀاسید اگزالیك در زمر اسید فوماریك،

انواع ترکیبات فنلي و تانني در انار  .(0)آلي انار هستند 

كالاژین، الاژیك اسید، گالیك اسید، پونی :ند ازا عبارت

پونیكالین، کلروژنیك اسید، هیدروکسي سینامیك اسید، 

پروتوکاتچیك اسید، هیدروکسي بنزوئیك اسید، کافئیك 

کوماریك اسید، فلوریدزین،  اسید، فرولیك اسید،

کوماریك  -کوماریك اسید و او-کوئرستین، کاتكین، پ

 (.0اسید )

مطالعات فیتوشیمیایي و فارماکولوژیكي انار بیانگر 

ترکیبات انار، طیف وسیعي از بیشتر ین است که ا

گیری از سرطان و کاربردهای بالیني برای درمان و پیش

 (.0) دنباش های التهابي را دارا مي همچنین بیماری

پوست انار دارای قابلیت و  ۀدر این میان عصار

های  ظرفیت مهار یا ممانعت بیشتری در مقابل آنیون

دروکسیل و پروکسیل بوده و های هی سوپراکسید، رادیكال

های با  قدرت محدود کردن اکسیداسیون لیپوپروتئین

پوست انار نسبت به سایر  ۀپایین توسط عصار ۀدانسیت

دروني بیشتر است. تحقیقات  ۀهای آن مثل میو بخش

پوست انار دارای  ۀانجام گرفته نشان داده است که عصار

و زایي  ضدباکتریایي، ضد ویروسي، ضد جهشخواص 

 .(0) آنتي اکسیداني بوده است

 ترکیباتفیتوشیمیایي هدف از این تحقیق شناسایي 

انار و بررسي خواص  ۀاسفنجي میو بافت ۀدهندتشكیل

اتانولي و  ۀضدسرطاني و آنتي اکسیداني چهار نوع عصار

 هگزاني به دو روش سوکسله و ماسراسیون بود. -ان
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 بررسی  روش

 سازی نمونهآماده

انار رقم شیرین پوست سفنجي میوۀ های ابخش

به مدت یك هفته به دور از تابش مستقیم نازک خوزستان 

ها به آسیاب منتقل  خورشید خشك شد، سپس نمونه نور

دقیقه محتویات درون آسیاب از الك با  51پس از  شد.

 میكرون عبور داده شد.  211مش 

 های فیتوشیمیایی بررسی

های  بر روی نمونه های فیتوشیمیایي مقدماتي آزمون

های استاندارد جهت  پودر شده با استفاده از روش

(. این 8) های ثانویه انجام گرفت شناسایي متابولیت

آلكالوئیدها،  :ها جهت بررسي ترکیبات گیاهي شامل آزمون

، ها و استروئیدها ها، فلانوئیدها، تانن ساپونین

 ئینو پروت Cویتامین  ها، کربوهیدرات ترپنوئیدها، تری

 صورت گرفت. 

 شناسایی آلکالوئید

  اسید لیترمیلي 5 توسط گیاهي پودر از گرم 1/1

 گرم، آب حمام درون دقیقه 1 مدت به ،کلریدریك

بر روی یك قطره  کردن، صاف از پس. شد داده حرارت

 و بر روی قطرۀ (3) از محلول نمونه تهیه شده معرف مایر

 وجود تصور اضافه شد. در (3) دیگر معرف واگنر

 .(51، 8) گردد مي ایجاد رسوب آلكالوئید

 شناسایی تانن

  کلرید( III) آهن محلول با رنگی واکنش - الف 

آب رقیق شد.  لیتر میلي 1عصاره در  از گرم 2/1 

 تست %1 کلرید( III) آهن محلول قطره چند باسپس 

 تانن ۀدهندنشان ،سبز یا آبي به محلول رنگ تغییر .شد

 .است

  سرب استات محلول با رسوب ایجاد واکنش -ب

 استات محلول قطرهبا چند  عصاره از گرم 5/1 

. مورد ارزیابي قرار داده شد وزني_حجمي% 51 سرب

تانني حضور ترکیبات  دهندۀ زرد رنگ نشان رسوب ایجاد

 .(8) است

 شناسایی استروئیدها

 2 بعد و رقیق نموده کلروفرمرا با مقداری  عصاره

تشكیل  .شد اضافه آن به غلیظ سولفوریكاسید لیترمیلي

 باشد مي استروئید حاوی عصارۀ وجود نشانۀ قرمز رنگ

(55). 

 شناسایی ترپنوئید

 – Liebermann) آزمون لیبرمن بورشارد( 2

Burchard test):   عصاره را با کلروفرم رقیق کرده و

اسید اضافه د قطره استیك انیدرید و سولفوریكسپس چن

حضور  دهندۀ رنگ نشانای  قهوه لایۀ . تشكیلگردید

 .(52) ترپنوئیدها است

  (:Salkowski’s test) آزمون سالکوسکی (1

قطره عصاره را با کلروفرم رقیق کرده و سپس چند 

ای  قهوه . تشكیل لایۀشد سولفوریك اسید غلیظ اضافه

 باشد حضور ترپنوئیدها ميدهندۀ  رنگ مایل به قرمز نشان

(59). 

 ونین شناسایی ساپ

 جوش آب لیترمیلي 51 با گیاهي پودر از گرم 1/1

 ایجاد کف با. شد داده تكان دقیقه 51 مدت به و مخلوط

 مثبت آزمون جواب مترسانتي 5 حداقل ارتفاع به پایدار

 .(8) است

 شناسایی فلاونوئیدها

 اتانول لیترمیلي 1/5در را  گرم عصاره 1/1الف( 

 اسید قطره 1 و روی پودر گرم 1/1 به آن و نمودهحل 

وجود رنگ قرمز، . نماییم مياضافه  غلیظ کلریدریك

های فلاونوئیدی  و ترکیب  وجود آنتوسیانین هندۀد نشان

 است.

به  را ب( چند قطره محلول سدیم هیدروکسید

حضور  ۀدهند نشانایجاد رنگ زرد، اضافه کردیم.  عصاره

 .(53) باشد ترکیبات فلاونوئیدی مي

 ها ینشناسایی پروتئ

معرف  ها در عصاره از برای شناسایي پروتئین

Biuret  قطره  2)محلول سدیم هیدروکسید به همراه

تشكیل رنگ بنفش  استفاده شد.%( 5محلول مس سولفات 

 .(59) است  پروتئین نشانه وجود
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 Cشناسایی ویتامین 

 DNPHآزمون  با استفاده از Cشناسایي ویتامین 

فنیل دی نیترو 3و  2در ریك اسید غلیظ )محلول سولفو

 دهندۀ ام شد. ایجاد رسوب زرد نشانهیدرازین( انج

 .(52) باشد در عصاره مي cویتامین 

 شناسایی آلدهید و کتون

فنیل نیترودی -3 و 2معرف اضافه کردن  با 

حضور  دهندۀ تشكیل رسوب زرد رنگ نشان ،هیدرازین

  .(51) باشد ترکیبات آلدهیدی و کتوني در عصاره مي

 شناسایی کربوهیدرات

لیتر آب مقطر رقیق شد. سپس با  میلي 1 عصاره در

و  نفتول( )محلول آلفا شمولیاستفاده از دو آزمون 

 .(50)صورت گرفت شناسایي کربوهیدرات  فهلینگ

 گیری از گیاه عصاره

 بافت اسفنجيپس از شناسایي مواد شیمیایي اصلي 

بر بقای  انار، به منظور بررسي اثر عصاره این میوه

و سوکسله روش ماسراسیون دو ، رودههای سرطاني  سلول

مورد ارزیابي قرار هگزان _اندو حلال اتانول و  توسط

 . گرفت

ها با روش  عصاره ۀتهی روش ماسرسیون:

انجام  هگزان_انو  %30 وری در دو حلال اتانول غوطه

گرم از پودر  51 حلال به لیتر میلي 11 بدین منظورگرفت. 

افزوده  در یك ارلن دربسته،انار  اسفنجي میوۀ هایبخش

ساعت توسط همزن  02و مخلوط حاصل به مدت 

پس از مدت زمان فوق . مغناطیسي محلول همزده شد

 بخش از معمولي کاغذ صافي وسیلۀ به های حاصل عصاره

 هگزاني ابتدا_ان و اتانولي های عصاره. شدند جدا جامد

تغلیظ و تا  ءخلا چرخان و تحت ۀتبخیرکنند ۀوسیل به

 ℃فریزر در ی کهربایي ا های شیشه در ویالزمان استفاده 

   . (50) قرار گرفتند -21

گرم  51مقدار  )سوکسله(: روش استخراج مداوم

به دقت وزن شد و  انار های اسفنجي میوۀبخشاز پودر 

لیتری ریخته شد،  میلي 511در انگشتانه دستگاه سوکسله 

% 30اتانول  های حلالاز لیتر  میلي 211سپس با استفاده از 

انجام  ساعت 8به مدت  گیری عمل عصارههگزان _انو 

گیری، حلال  گردید. پس از کامل شدن فرآیند عصاره

های استخراج شده تا  عصارهتحت خلاء تبخیر گردید. 

 ℃فریزر در ی کهربایي ا های شیشه ویالدر زمان استفاده 

 .(50)داری شدند  نگه -21

 لیکشت سلو

بزرگ  ۀرود تلیالاپي سلولي آدئوکارسینومای ۀرد

از انستیتو Caco-2، (NCBI code: C139 )انساني 

ها در محیط  پاستور ایران خریداری شد. سلول

( FBSدرصد سرم گاوی ) 51حاوی   DMEMکشت

cmدر فلاسك کشت سلولي 
2 21 (Nunc  و )دانمارک

رصد د CO2 1و  C̊ 90در شرایط مناسب در انكوباتور 

 .(58) کشت داده شدند

انار با  بافت اسفنجی ۀبررسی تیمار و سمیت عصار

 MTT assayروش  

انار بر  بافت اسفنجي ۀربه منظور بررسي اثر عصا

-های سرطاني، از روش رنگ ثیر سلولرشد و تك

استفاده شد. این روش بر اساس توانایي   MTTسنجي

ورمازان تترازولیوم به فهای زنده در تبدیل نمك  سلول

 های شده است. جهت انجام آزمایش، سلول نامحلول بنا

Caco-2  3×  519ای و در هر خانه  خانه 30در پلیت 

کشت داده  DMEMمحیط  μL 511سلول در حجم 

بافت های   عصارهانواع ها با  سلولپس از تیمار شدند. 

تریپسینه و پس  ها سلولساعت،  23 به مدتانار  اسفنجي

میكرولیتر رسوب  11رسوب داده شدند.  ،از سانتریفیوژ

)بلانك(  PBSلیتر بافر ومیكر 11سلولي )تست( و 

خانه منتقل و سپس  30های جداگانه به پلیت صورت به

در  MTTگرم  MTT(ml/mg1 ،111/1 میكرولیتر  51

ساعت در  1/9( افزوده و حداقل PBSمیكرولیتر  5111

میكرو  511سپس گراد انكوبه شد.  يسانت ۀدرج 90دمای 

دقیقه در دمای  51سولفوکسید افزوده و متیللیتر دی

 موج طولجذب در  آن از  پسآزمایشگاه انكوبه شدند و 

جذب ائت گردید. نتایج بر اساس مقایسۀ متر قرنانو 101

متر نسبت به گروه کنترل نانو 101 موج طولدر  ها نمونه
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نجام ا تكرار ها به صورت سه آزمایش ۀهم گزارش گردید.

  .(58) شد

 NBT (Nitro Blue Tetrazolium)تست 

511با غلظت  Caco-2های  سلول
لیتر  در میلي 2×

 FBSحاوی  DMEMحفره در محیط  23های  در پلیت

 511این تست به  جهت انجام. کشت داده شدند 51%

میكرولیتر  511سلولي لیز شده )تست( و میكرولیتر نمونۀ 

میكرولیتر  211 اگانه،صورت جد )بلانك( به PBSبافر 

و  1111فسفات بافر سالین افزوده و سپس دو بار با دور 

به رسوب  سپس انجام گردید.سانتریفیوژ  دقیقه 1به مدت 

 511فسفات بافر سالین و  لیتركرویم 511مانده  باقي

-میلي 511در  گرم 15/1درصد ) NBT 15/1 تریلمیكرو

 PBSبا  51به  5به نسبت  ( کهلیتر فسفات بافر سالین

 ۀدرج 90دقیقه در  31شده اضافه و به مدت  قیرق

 511 ها نمونهگراد انكوبه گردید. سپس به  سانتي

و به  1111بافر سالین افزوده و با دور  فسفات تریلمیكرو

ی جداسازاز  پس یقه سانتریفیوژ انجام شد.دق 51مدت 

 01سولفوکسید و میكرولیتر دی متیل 01مایع رویي، 

مولار به رسوب حاصل  2ید پتاسیم هیدروکس لیترمیكرو

نانومتر  021ب در طول موج و جذاز مرحلۀ قبل اضافه، 

اساس میزان جذب فورمازون  قرائت گردید. نتایج بر

 (.53) تولید شده گزارش گردید

 روش به یپیدیل یداسیونپراکس یزانم یریگهاندازۀ نحو

TBA 

 اثر در که موادی از یكيآلدهید دیمالون

 شود، مي تولید هاسلول در چرب اسیدهای پراکسیداسیون

 تشكیل   (TBA)اسید تیوباربیتوریك معرض در ماده این

  (-TBA-MDA)ماده دو این کمپلكس و ددهمي پیوند

 است. تشخیص قابل ها نمونه در

-هبای  خانه 0 هایتپلی درشده کشت  یها سلول

رار های مختلف ق ساعت تحت تیمار با عصاره 23مدت 

% تیوباربیوتیك TCA ،901/1% 51حاوی  محلولگرفتند. 

مایع روئي  به نرمال 51اسید و هیدروکلریدریك اسید 

 زدن،هم از پس گردید؛ اضافه های هموژنه شده سلول

 اتاق دمای در دقیقه 1 و شدهژ های سانتریفیو لوله وارد

 ۀدرج 31 دمای در و بسته ها لولهدرب  د.شداده  قرار

 اه لوله گردید؛ انكوبه دقیقه 01 تا 31 به مدت ادگر سانتي

 رسید، اتاق دمای به یخ ظرف از استفاده و با شد برداشته

 دقیقه 51 مدت به ودور در دقیقه   9111در  ها نمونه

 در شده آوریجمع ها لوله از رویي  مایع. نددش سانتریفیوژ

 در جذب و میزان ریخته اسپكتروفوتومتر کوبت داخل

 .(21) شد سنجیده نانومتر 192 نوری جمو طول

 کاتالاز آنزیم فعالیت یگیراندازه

های  ي سلولیمایع رواز  كرومولاریم 511 به

 Tris-HCl   mM  11/1، بافرماریت تحت هموژنه شده

پس  و دی( اضافه گردmM 51)2O2 H و  (8/0تهیدیاس)

-بداتیمولار مولكرویم 111به مخلوط بالا  قهیاز ده دق

روند  فعالیت کاتالاز با توجه بهافزوده شد.  ومینیآلوم

 nm351 کاهش جذب در  ۀو در نتیج 2O2 Hتجزیه 

آنزیمي  ۀگرم پروتئین عصارسنجیده و به ازای میلي

 (.21)محاسبه شد 

 پروتئین سنجش

 برادفورد سنجش از استفاده با پروتئین گیریاندازه

 یرمقاد تعیین برای روش این در .شد انجام( 5300)

 معین هایغلظت از حاصل استاندارد منحني از پروتئین

 . دشومي استفاده پروتئین

 دادها آماری آنالیز

 افزار نرم با آمده دست به هایداده نرمال آزمون

SPSS ها با روش ، مقایسۀ میانگین دادهگردید انجام

 افزارنرم با میانگین مقایسه های نمودار دانكن انجام شد.

Excel (.25) دندش رسم 

 

 هایافته

های مقدماتي  آمده از بررسينتایج به دست

 تانني، فلاونوئیدی،های  فیتوشیمیایي، حضور ترکیب

)به C و ویتامین  ها ، آلدهید و کتون، ترپنوئیدآلكالوئیدی

در حالي  کند. مي تأییدانار اسفنجي   بافترا در مقدار کم( 

ئیني در این ساپونیني و پروت ی،استروئیدهای  که ترکیب
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ایي در های فیتوشیمی میوه یافت نشد. نتایج این بررسي

  ارائه شده است.  5جدول 

 تحت تیمار هایسلول مورفولوژینتایج 

با استفاده از میكروسكوپ نوری نتایج مورفولوژی 

 ۀسرطاني تیمار شده با عصار هایدهد که سلول مي نشان

ییرات تغ ،کنترل نمونۀه نسبت ب انار بافت اسفنجي

و  وابسته به نوع حلالۀ ار. اثر عصندمورفولوژیكي داشته ا

 در مورفولوژی تغییرات. مشاهده بود روش استخراج قابل

 ساعت، 23 زمان تیمار شده در Caco-2های سلول

هگزاني با _ان ۀسایتوتوکسیك را در عصار اثرات بیشترین

های تحت سلولاستفاده از دستگاه سوکسله نشان دادند. 

بارز از جمله  تغییرات مورفولوژیكيدهندۀ نشانمار تی

تغییرات در حالت طبیعي غشای سلولي و گرانوله شدن 

کاهش حجم و  چروکیده شدن غشای هسته، هاسلول

ها از کف در ضمن تعدادی از سلولرا نشان دادند.  سلول

 (.5)شكل بودندفلاسك جدا شده و شناور 

 MTT به روش هانتایج سنجش توانایی زیستی سلول

آمده از سنجش درصد های به دست داده ۀاز مقایس

اتانولي  ۀهای سرطاني تیمار شده با عصار سلولزنده ماني 

های ماسراسیون و استفاده  هگزاني به روش_نا ۀو عصار

از دستگاه سوکسله، مشخص شد که تفاوت میانگین 

ساعت در  23ها در زمان  سلول زنده مانيدرصد 

)اتانولي به روش  ۀارشده با سه عصرهای تیما گروه

و  هگزاني به دو روش سوکسله_سوکسله و ان

 >p 11/1نسبت به گروه کنترل در سطح ماسراسیون( 

اتانولي  ۀاما گروه تیمار شده با عصار دار بود. امعن

داری  به گروه کنترل اختلاف معنانسبت  ماسراسیون

صاره عبا های تیمار شده  میانگین زیستي سلول .نداشت

داری نسبت به  اتانولي به روش سوکسله اختلاف معني

هگزاني به روش ماسراسیون در  -گروه تیمار با عصاره ان

بیشترین و گیری درصد بقا سلول نشان نداد.  اندازه

ها بترتیب مربوط به  کمترین میزان ممانعت کنندگي سلول

هگزاني به روش _انۀ عصارگروه های تیمار شده با 

( > p 11/1بود ) تانولي به روش ماسراسیوناو  سوکسله

 .(2)شكل

 NBTهای آزاد  گیری درصد رادیکال نتایج اندازه

(Nitro Blue Tetrazolium) 

آمده از میزان درصد های به دست داده ۀمقایساز 

 ۀهای سرطاني تیمار شده با عصار ولهای آزاد سل رادیكال

و  یونهای ماسراس روش هگزاني به_انۀ اتانولي و عصار

استفاده از دستگاه سوکسله، مشخص شد که تفاوت 

در بعنوان عامل اکسیدان  NBTمیزان کاهش میانگین 

تیمار نسبت به گروه کنترل های  در گروه ساعت 23زمان 

های  رادیكال تولیدمیزان  دار بود.امعن >11/1p در سطح

عصاره اتانولي به روش شده با های تیمار  آزاد در گروه

های   هگزاني به روش -های ان بت به عصارهسوکسله نس

ی داشتند. میزان   دار سوکسله و ماسراسیون اختلاف معني

عصاره  شده باهای تیمار  های آزاد در گروه رادیكال تولید

داری بیشتر از  ماسراسیون با اختلاف معني اتانولي به روش

 تولیدبود. همچنین و همچنین گروه کنترل ها  سایر عصاره

شده با عصاره های تیمار  های آزاد در گروه الرادیك

کمترین مقدار و سوکسله به روش ماسراسیون  هگزاني_ان

 .(9)شكل (>11/1p) ندرا نشان داد

 به روش لیپیدی پراکسیداسیون میزان گیرینتایج اندازه
TBA 

آمده از میزان های به دست داده ۀاز مقایس

ار شده با های سرطاني تیم ولپراکسیداسیون غشایي سل

های  هگزاني به روش _ان ۀاتانولي و عصار ۀعصار

ماسراسیون و استفاده از دستگاه سوکسله، مشخص شد که 

میزان پراکسیداسیون غشایي تفاوت میانگین درصد 

 تیمارهای  ساعت در گروه 23در زمان های سرطاني  سلول

میانگین میزان شده، نسبت به گروه کنترل معنادار بود. 

 ۀعصاربا های تیمار شده  سیون غشایي سلولپراکسیدا

داری نسبت به  ااختلاف معن اتانولي به روش سوکسله

هگزاني به روش ماسراسیون _ان ۀگروه تیمار با عصار

اما میانگین میزان پراکسیداسیون غشایي نشان نداد. 

اتانولي به روش سوکسله  ۀعصار ۀهای تیمار شد سلول

هگزاني _های ان ا عصارهتیمار شده ب های نسبت به گروه
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به روش سوکسله و اتانولي به روش ماسراسیون اختلاف 

. بیشترین میزان پراکسیداسیون مربوط به داری داشت معنا

  اتانولي به روش ۀعصارتیمار شده با  هایگروه

 هگزاني با استفاده از دستگاه سوکسله _و ان ماسراسیون

 . (3)شكل (>11/1p)بود 

 فعالیت آنزیم کاتالاز گیری نتایج اندازه

آمده، میزان فعالیت های به دستداده ۀاز مقایس

اتانولي  ۀهای سرطاني تیمار شده با عصار ولآنزیم در سل

های ماسراسیون و استفاده  هگزاني به روش_ان ۀو عصار

کاتالاز فعالیت آنزیم از دستگاه سوکسله، تفاوت میانگین 

تیمار نسبت به  های ساعت در گروه 23ها در زمان  سلول

فعالیت دار بود. معنا (>11/1P)گروه کنترل در سطح 

اتانولي به  ۀعصار ۀهای تیمار شد سلولکاتالاز آنزیم 

اری نسبت به گروه تیمار با دمعناروش سوکسله اختلاف 

هگزاني به روش سوکسله نشان نداد. اما _انۀ عصار

ا بتیمار شده های  سلولکاتالاز فعالیت آنزیم میانگین 

های تیمار  اتانولي به روش سوکسله نسبت به گروهۀ عصار

هگزاني به روش _های اتانولي و ان صارهشده با ع

فعالیت . بیشترین داری داشت معناماسراسیون اختلاف 

های  های تیمار شده با عصاره گروهکاتالاز در آنزیم 

 . (1)شكل (> p 11/1) بود ماسراسیونبه روش  اتانولي

 
(، عصارۀ 2فاده از دستگاه سوکسله )اتانولی با است عصارۀسلول های سرطانی تیمار شده با  مرفولـوژی زیـابی: ار2شکل 

اتانولی به روش  عصارۀ ( و3نی به روش ماسراسیون )هگزا_ان ۀ(، عصار1از دستگاه سوکسله )هگزانی با استفاده _ان

 .بافت اسفنجی انار (4)ماسراسیون
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در سلول های سرطانی های تیمار شده با عصاره اتانولی با استفاده از  MTTبه روش ها  توانایی زیستی سلولسنجش : 1شکل 

( و 3هگزانی به روش ماسراسیون ) -(، عصاره ان1هگزانی با استفاده از دستگاه سوکسله ) -(، عصاره ان2دستگاه سوکسله )

  > 05/0pر. حروف متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح ( بافت اسفنجی انا4عصاره اتانولی به روش ماسراسیون )

 است.

 

 

 

 
(، عصارۀ 2اده از دستگاه سوکسله )اتانولی با استف ۀعصارسلول های سرطانی های تیمار شده با در  NBT: درصد کاهش 3شکل 

اتانولی به روش ماسراسیون  ( و عصارۀ3انی به روش ماسراسیون )هگز _(، عصارۀ ان1اده از دستگاه سوکسله )هگزانی با استف_ان

 است.  > 05/0pدار در سطح ادهندۀ تفاوت معنحروف متفاوت نشان. بافت اسفنجی انار (4)
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(، 2)فاده از دستگاه سوکسله اتانولی با استعصارۀ در سلول های سرطانی های تیمار شده با  : میزان پراکسیداسیون غشایی4شکل 

اتانولی به روش عصارۀ  ( و3ی به روش ماسراسیون )هگزان _ان(، عصارۀ 1اده از دستگاه سوکسله )هگزانی با استف _عصارۀ ان

 است.  > 05/0pدار در سطح ادهندۀ تفاوت معنحروف متفاوت نشان .بافت اسفنجی انار (4ماسراسیون )

 

 

 
(، 2فاده از دستگاه سوکسله )اتانولی با است عصارۀ سرطانی های تیمار شده بادر سلول های  : درصد فعالیت آنزیم کاتالاز5شکل 

اتانولی به روش  عصارۀ ( و3نی به روش ماسراسیون )هگزا_(، عصارۀ ان1فاده از دستگاه سوکسله )هگزانی با است_عصارۀ ان

 است.  >05/0pح دار در سطادهندۀ تفاوت معنحروف متفاوت نشان .بافت اسفنجی انار (4ماسراسیون )
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 رانا بافت اسفنجیهای فیتوشیمیایی  : بررسی2جدول 
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  بحث

 هستند متعددی ۀهای ثانوی متابولیت یحاو گیاهان

 به ترکیبات این استخراج. دارند متفاوتي ساختارهای که

 و حلال ها آن ترینمهم که دارد بستگي متعددی عوامل

 استخراج روش و حلال انتخاب. باشند مي استخراج روش

 مواد نیز و گیاه یك مختلف های قسمت به بستگي

شناسایي  ،طالعههدف این مدارد.  آن ۀدهند تشكیل

مقدماتي ترکیبات فیتوشیمیایي بافت اسفنجي انار و 

هگزاني -های اتانولي و ان ثیر عصارهأای ت بررسي مقایسه

سلولي  ۀآن به دو روش سوکسله و ماسراسیون بر روی رد

Caco-2  .سرطان روده بود 

دهند که انار یكي از  مطالعات زیادی نشان مي

برای حفظ سلامت عمومي ها  ترین میوه بهترین و مغذی

دهند که بین  های کلینیكي نشان مي بدن است. یافته

ترکیبات فنلي انار و اثرات مثبت آن در تقویت سیستم 

ت قلبي عروقي و اکسیداني، مشكلاایمني، خاصیت آنتي

عصبي انسان و حیوان ارتباط مستقیمي _اختلالات اسكلتي

 (.22، 0وجود دارد )

 انجام شده بیانگر وجودهای فیتوشیمیایي  آزمون

 ترپنوئید، تانني، های فلاونوئیدی، آلكالوئیدی، ترکیب

  )به مقدار کم( در بافتC و ویتامین  ها آلدهید و کتون

ترکیبات استخراج شده از بافت  بود. مقایسۀ اسفنجي انار

اسفنجي انار در این مطالعه با سایر تحقیقات انجام شده 

كنیك استخراج و نوع حلال دهد که با توجه به ت نشان مي

مقادیر متفاوتي از ترکیبات فلاونوئیدی، تانني، اسیدهای 

گزارش شده است که به لحاظ آماری  Cچرب و ویتامین 

دست ه های ب (. تمامي عصاره29باشند ) قابل مقایسه مي

خوبي  سیتي آمده از بافت اسفنجي انار خواص سیتوکسي

ها نیز با  یكي سلولنشان دادند. بررسي تغییرات مورفولوژ

استفاده از میكروسكوپ نوری معكوس خواص 

کرد که دلیلي بر وجود  تأییدها را  تي عصارهسی سیتوکسي

شد. مطالعات باها مي اکسیداني این عصارهترکیبات آنتي

متانولي پوست انار طیف وسیعي  دهد که عصارۀ نشان مي

های  اکسیداني دارد که به روشهای آنتي از فعالیت

DPPH  وFRAP ( 21، 23ارزیابي شدند.) 

 یل استاتي انار نشان داد که عصارۀات مطالعۀ عصارۀ

ها، دارای بیشترین اثر  پوست انار در مقایسه با سایر بخش

 ۀباشد. نحو های سرطاني شش مي دارندگي رشد سلول باز

های سرطاني به روش آنكسین  اثر این عصاره بر سلول

 (.20شناسایي شد )

 در موجود های فنل پلي ،2110 سال در رانپژوهشگ

 بهترین عنوانه ب را انار ۀمیو و گل برگ، میوه، پوست

 ترکیبات این که دادند نشان و کردند معرفي اکسیدانآنتي

 فشار ین،شرای تصلب درمان و گیریپیش در مهمي نقش

 در قلبي های رگ رسوب از جلوگیری مخصوصاً و خون

 (.20) ددار حیواني و انساني مدل

نتایج حاصل از سنجش توانایي زیستي نشان 

 شده تیمار سرطاني های سلول یبقا دهد که کمترین مي

 بوده سوکسله روش به هگزاني_انعصارۀ  به مربوط

 برخي تخریب باعث حرارت سوکسله روش در. است

 حلالیت ۀدرج روی بر که شده عصاره آلي ترکیبات

 دمای هگزان_ان حلال .باشند مي ثیرگذارأت ثرهؤم ترکیبات

داشته و علاوه بر  گرادسانتي ۀدرج 03 تا 09 بین جوش

 آن در ها تانن و چرب اسیدهای روغني، مواد آن حلالیت

 چون شرایطي وجود ،رسد نظر ميه (. ب28باشد ) بالا مي

 روش در( حـلال جوشـش) حرارت حلال، گردش

 نمیانگی شود که هگزان( باعث مي _سوکسله )با حلال ان

و ترکیبات تانني از  چـرب اسـیدهای استخراج میزان

(. بر 28باشد )  خیساندن روش از جمله پونیك اسید بیشتر

ثر اصلي انار ن این ترکیبات مادۀ مؤهای محققا افتهاساس ی

کنندگي بر رشد و حیات  است، که دارای اثر ممانعت

 (.0) استهای سرطاني  انواع سلول

ساعت  02مدت ه ب های سرطان شش تیمار سلول

 G 15/1سلولي را در فاز  ۀانار، چرخ ۀمیو ۀتوسط عصار

های سیكلین شد.  متوقف کرد و باعث کاهش بیان پروتئین

موش بعد از  ۀرطان سینهای س آپوپتوز در سلول یالقا
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 9افزایش فعالیت کاسپاز  ۀواسطهانار ب تزریق عصارۀ

 که ددادن نشان (. تحقیقات انجام شده23مشاهده شد )

 و آب در موجود اسید پونیسیك و اسید لینوئیك ترکیبات

 و ها تانن (. الاژی0) هستند ضدسرطاني اثر دارای انار ۀدان

 الاژیك همچنین و انار در موجود شده هیدرولیز های تانن

 نوع ۀرود سرطان های سلول در آپوپتوز یالقا باعث اسید

Caco-2 (.91) اند شده 

انار به  ۀد سرطاني عصارن در بررسي اثر ضامحقق

درمان سرطان پستان در مدل حیواني پرداختند و نشان 

دلیل سرشار ه دادند که به ترتیب آب و پوست میوه ب

لوتئولین، روتین، کوئرستین  انند:هایي م بودن از فلاونوئید

الاژیك اسید و  :و کامفرول و همچنین ترکیبات فنلي مثل

 (.95)گالیك اسید خاصیت ضدسرطاني دارد 

 با که هستند ها اکسیدان آنتي از انواعي ها فنول پلي

 در آزاد های رادیكال کردن خنثي جمله از مختلف اعمال

 سرطان در جمله از ها بیماری از بسیاری از جلوگیری

 اثرات و هستند متنوع بسیار ترکیبات این دارند، نقش

  (.92) دارند متفاوتي

های  د در سلولمیزان کاهش رادیكال آزا  در بررسي

انار  ۀمشخص شد که عصار NBTتیمار شده به روش 

های آزاد هیدروکسیل  دام اندازی رادیكالهدارای فعالیت ب

های سوپراکسید است که این ویژگي مربوط به  و آنیون

  فنلي موجود در عصاره ها و ترکیبات پلي آنتوسیانین

ته (، این ترکیبات علاوه بر این توان کلای99باشد ) مي

 (. 93کردن فلزات را دارند )

دهد که  نشان مي NBTهمچنین نتایج آزمون 

اتانولي به روش ماسراسیون دارای بیشترین  ۀعصار

. در این روش حلال اتانول استاکسیداني خاصیت آنتي

دلیل قطبي بودن بسیاری از ترکیبات پلي فنولي و ه ب

ت نماید، که این ترکیبا فلاونوئیدی را در خود حل مي

ها دارند.  های آزاد سلول نقش مهمي در جذب رادیكال

ها و فلاونوئیدها در آب انار و  حضور انواع آنتوسیانین

آن گزارش شده است و مشخص شده است  ۀروغن دان

اکسیداني سه برابر چای سبز آن فعالیت آنتي ۀکه عصار

 (.91 ، 93دارد. )

 هب هگزاني -ان ۀعصار که داد نشان ما پژوهش نتایج

با  که باشد مي پراکسیداني خاصیت دارای سوکسله روش

 ،سرطاني های سلول در آزاد های رادیكال افزایش میزان

ق تحقیقات انجام بط. برد مي آپوپتوز مسیر را به سلول

 استخراج در هگزان-حلال ان با سوکسله شده روش

 در امر این که. باشد مي موثرتر چرب اسیدهای ترکیبات

یجه باشد و در نت مي ثیرگذارأت فنولي پلي تترکیبا حلالیت

ها استخراج  ترکیبات متفاوتي را نسبت به سایر روش

 (. 0کند ) مي

پراکسیداسیون غشایي طبق نتایج این مطالعه، میزان 

اتانولي به روش ماسراسیون بیشتر بوده است.   در عصاره

اشباع  روش سوکسله سبب استخراج اسیدهای چرب غیر

ماسراسیون سبب استخراج اسیدهای چرب بیشتر و روش 

انار و پونیك  ۀمیو ۀ(. عصار23گردد ) اشباع بیشتر مي

اشباع چند زنجیره شناسایي  اسید، یك اسید چرب غیر

  ۀآپوپتوز در سلول سرطاني سین یشده در انار باعث القا

 هواسطه ( بMDA- MB-231حساس به استروژن )

 (.90پراکسیداسیون لیپیدی شد )

 که است شاخص اکسیدانيآنتي آنزیم یك زکاتالا

 آن میزان انار ۀعصار انواع با شده تیمار های سلول در

 مربوط کاتالاز آنزیم فعالیت بیشترین. است یافته افزایش

 دلیل به که است ماسراسیون روش به اتانولي ۀعصار به

 و اتانولي، حلال با فلاونوئیدی ترکیبات بیشتر استخراج

 اندازیراه باعث که است ها آن سیدانياکآنتي خاصیت

 در. شود مي ها سلول در اکسیدانآنتي دفاعي سیستم

 سوکسله، روش به و اتانول حلال با عصاره استخراج

 کاهش و فنلي ترکیبات از بسیاری تخریب باعث حرارت

 است. شده اکسیدانيآنتي خاصیت

 دارای ماسراسیون روش به هگزاني -ان ۀعصار

 دلیله ب که باشد مي کاتالاز آنزیم فعالیت نمیزا کمترین

 همچنین و فلاونوئیدی ترکیبات پایین استخراج درصد

 ترکیبات این حلالیت در که چرب اسیدهای استخراج
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 این پرواکسیداني خاصیت و نهایتاً باشند، مي ثیرگذارتأ

 .است ترکیبات

های انجام شده در این پژوهش، حضور  طبق بررسي

ئیدی، آلكالوئیدی، تانني در بافت اسفنجي ترکیبات فلاونو

سو اکسیداني قابل توجه این عصاره همانار با فعالیت آنتي

 پر نقش دیگر تأیید تحقیقات نتایج با است. همچنین

 اسـتخراج ترکیباتدر  ها حلال قطبیت اهمیت

 کـه دهد مي نشان را انار بخش اسفنجي از فنولیكي پلي

است  ترکیبات همـین از جزئي نیـز ها البتـه آنتوسیانین

های مختلف  روش های داده همچنین تحلیل. (20)

 اسیدهای جداسازی و استخراج در داد نشان استخراج

بافت  از (پایدارند حرارت مقابل در که)ها  ترپن چرب،

ترکیبات باشد.  مي تر سوکسله مناسب روش انار، اسفنجي

ت، کارایي اکسیداني با طبیعت قطبي و داشتن فراریآنتي

 دهند خود در دماهای بالا را تا حدودی از دست مـي

روش ماسراسیون در استخراج این ترکیبات بنابراین  (90)

  مؤثرتر بود.

بردن ترکیبات  کاره دهد که ب های ما نشان مي یافته

انار به تنهایي و یا همراه  ۀموجود در بافت اسفنجي میو

د راهكاری نوین توان با داروهای ضد سرطان شیمیایي مي

 برای درمان سرطان باشد.

 

 سپاسگزاری
نگارندگان از معاونت پژوهشي دانشگاه شهید چمران 

های های این پژوهش )پژوهانه اهواز به لحاظ تامین هزینه

و تشكر  (52/3/39/ 95103و  2/9/39/ 83001شماره

 قدرداني مي نمایند.
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Abstract 
Background and Objective: The goal of this studying was 

evaluation of anticancer and anti-oxidant properties of four 

types of extracts from Pomegranate (Punica granatum L) 

spongy tissue on colon cancer cells Caco-2. 

Subjects and Methods: The phytochemicals of spongy tissues 

of pomegranate were identified by phytochemical methods. In 

order to evaluate cytotoxic and anti-oxidant characteristics, 

ethanolic and n-hexane extracts from pomegranate spongy 

tissues were collected, using Soxhlet apparatus and maceration 

methods. The effects of these extracts on Caco-2 colon cancer 

cells were evaluated using MTT, NBT and TBA tests, as well as 

catalase enzyme levels. 

Results: The photochemical analysis confirmed the presence of 

flavonoids, tannin, alkaloid, terpenoides, aldehyde, ketones and 

vitamin C compounds, but no steroids, saponins and protein 

were detected. The results of MTT showed the least cell 

survival value of treated cancerous cell was obtained with n-

hexane-derived extract extract using Soxhlet method. 

Furthermore, NBT results demonstrated that the n-hexane 

extract using Soxhlet method exhibited peroxidant 

characteristics and droves the cancerous cells toward apoptosis. 

On the other hand, TBA results showed that the highest 

cytotoxicity belonged to n-hexane extract by Soxhlet and 

ethanolic extract by maceration method respectively. The 

highest catalase enzyme activity was observed in treatment by 

maceration ethanolic extract.  

Conclusion: The existence of several compounds with pro-

apoptotic properties in the extracts of spongy tissues of 

pomegranate propose the notion that using the compounds of 

these extracts alone or in combination with chemotherapy may 

be beneficial in treatment of colon cancer. 

 

Keywords: Antioxidant, Pomegranate, Phytochemical, Colon 

Cancer. 
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