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  چکیده 
 ،یجراح روشهاي درمانی آن شامل. است ادراري دستگاه سرطان نوع ترین کشنده )RCC( کلیه سلول کارسینوم :هدف و زمینه

 مورد ها سرطان در درمان دانه نیز سیاه دارویی از جمله گیاهان .باشد می کیولوژیب پاسخ يها کننده لیو تعد یدرمان یمیش ،یمنوتراپیا
و  )ACHN( درصد زنده ماندن دو رده سلول سرطانی اپیتلیال کلیه انسان بر فراکسیون آبی سیاه دانه لذا در این مطالعه اثر. است توجه

  .ستمورد مطالعه قرار گرفته ا) -GP 293 ( سلول نرمال اپیتلیال کلیه انسان
هگزان، دي کلرومتان، -N استخراج فراکسیونهايو  سیاه دانه  %70عصاره آبی الکلی تهیه پس از در این مطالعه تجربی  :کار روشمواد و 

 293 سلول نرمالو  ACHN رده سلول سرطانی 2 پژوهشدر این  .بدست آمد عصاره سیاه دانه فراکسیون آبی ،بوتانل-N اتیل استات و
GP-میزان زنده بودن آنها  خانه در معرض غلظت هاي مختلف فراکسیون آبی قرار گرفتند و 96پس از انتقال به پلیت  سلولها .استفاده شد

نتایج به صورت  .تجزیه و تحلیل شدند SPSSداده ها با استفاده از نرم افزار . بررسی شد MTT ساعت با روش 72و  48، 24در زمانهاي 
Mean ± SEM ه متغیرها از آزمون واریانس یک طرفه ارائه و براي مقایسANOVA استفاده گردید.  

تاثیر معنی داري نداشت  ها و زمانهاي مورد نظر در غلظت-GP 293 هاياثر فراکسیون آبی سیاه دانه بر درصد زنده ماندن سلول :ها یافته
کاهش  -293GPرده سلولی  گروه کنترل و هنسبت بغلظت  بسته به زمان ورا  ACHNدرصد زنده ماندن سلولهاي  بطور معنی داريولی 
   .داد

 هداشتاثر سیتوتوکسیسیتی  ACHNبر رده سلول سرطانی  بطور معنی دارينتایج نشان داد که فراکسیون آبی سیاه دانه  :گیري نتیجه
  .ه استنداشت اثر معنی داري-GP 293ی نرمال رده سلول ولی بر

   -GP 293 ، رده سلولیACHNرده سلولی  ،MTT تست فراکسیون آبی، کلیه، سیاه دانه، کارسینوم :کلیدي هاي واژه
  مقدمه

 )Renal Cell Carcinoma RCC( کارسینوم سلول کلیه
 RCC. کشنده ترین نوع سرطان دستگاه ادراري است

تمام موارد % 90-95سرطانهاي بالغین و % 3تقریباً 
و میزان  تومورهاي بدخیم اولیه کلیه را تشکیل می دهد

 و گاریس دنیکش. لا به آن در مردان بیشتر از زنان استابت

 پژوهشی مقاله
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عوامل ایجاد کننده این بیماري به شمار  مهمترین یچاق
عبارتند  RCC کیگانه کلاس سهعلائم  .]2-1[می آیند 

ی شکم لمس قابل ةتود وجود و پهلو درد ،يورچهما :از
شامل  RCCدرمانی مورد استفاده براي  روشهاي. ]3[

و  یدرمان یمیش ،یتراپ منویا ،یدرمان هورمون جراحی،
گیاهان  .]4[می باشند  کیولوژیپاسخ ب يه هاکنند لیتعد

جمله  اززیادي مزیت هاي نیز به علت دارا بودن دارویی 
بوسیله و پذیرش بهتر  ارزان و قابل دسترس بودنآنها 

براي درمان بیماریها از جمله سرطان مورد توجه  بیماران
که مورد توجه یکی از این گیاهان دارویی . قرار گرفتند

. می باشد) Nigella sativa(سیاه دانه واقع شده است 
آلاله سیاه دانه گیاهی است یک ساله، علفی و از تیره 

)Ranunculaceae (]5[  سانتی متر  20-30که حدود
طول داشته و داراي گل هاي سیاه دانه سفید، زرد، 

این گیاه در . ]6[شد صورتی، آبی کمرنگ و قرمز می با
و  عربی حب السودا ، در زبانBlack Cuminجنوب آسیا 

. ]7[نیز نامیده شده است  Panaceaدر زبان لاتین 
ترکیبات متعدد در سیاه دانه یافت شده که از جمله آنها 

و  ، اولئیک]8[آلکالوئید و ساپونین ، روغن غیرفرار
شامل سیاه دانه اسانس . است ]9[ئیک اسید لینول

، کارواکرول Thymoquinone( ،cymene -ρ(تیموکینون 
t-anethol ،4-terpineol  وlongifoline  10[می باشد[ .

بقیه ترکیبات سیاه دانه شامل استرول ها، تري اسیل 
گلیسرولها، فسفولیپیدها، تانن ها، رزین ها، هیدروکسی 
کتونها، پلی فنولها، توکروفرولها و ویتامین ها می باشند 

: داراي اثرات درمانی قابل توجهی از جمله سیاه دانه .]11[
اثر ضد ب، اثر ضد درد و ضد التهای، آنتی اکسیداناثر 

اثر و کلیوي،  اثر ضد سمیت کبدي، سرطان و ضد جهش
می  اثر ضد اولسر، اثر روي سیستم ایمنی و ضد دیابتی

اثرات ترکیبات جداشدة آن  وسیاه دانه روغن . ]10[باشد 
 و همچنین ی انسانی دارندسرطان مشخصی علیه سلولهاي

 سمیت متداول داروهاي ضد سرطان را کاهش می دهد
سیاه دانه اثر ضد توموري قوي بر علیه سرطان  .]12[

 ]16[و رحم  ]15[، پستان ]14[، کبد ]13[خون، ریه 
یکی ازمواد مؤثره مهم سیاه دانه تیموکینون است که . دارد

 از جمله اثر ضد داراي اثرات فارماکولوژیکی متعددي
اثرات این گیاه بر روي سلولهاي . ]17[می باشد  یسرطان

در مطالعه .سرطانی کلیه نیز مورد بررسی قرار گرفته است 
، ]18[انجام شد )  2007(و همکاران  1بارك اي که توسط

سلولهاي ( 815Pسرطانی این گیاه بر روي سلولهاي اثرضد
سلولهاي کارسینوماي کلیه ( VERO، )سرطانی پستان

و ) سلولهاي کارسینوماي کلیه موش( BSR، )میمون
ICO1 )نشان داده ) سلولهاي کارسینوماي قلب گوسفند

توسط طبسی  2010شد و در مطالعه اي دیگر که در سال 
 الکلی ، مشخص گردید که اثر]19[و همکاران انجام شد 

تکثیر سلولی  موجب کاهش معنی دار میزان سیاهدانه
هاي سرطانی کلیه انسان رده  سلول وافزایش آپوپتوزیس

ACHN علی رغم مطالعات متعدد خواص ضد . می گردد
لذا در . سرطانی فراکسیون آبی این گیاه بررسی نشده است

لکلی سیاه دانه آبی عصاره آبی ا ونیاثر فراکساین مطالعه 
بر درصد زنده ماندن سلولهاي سرطانی کلیه انسان رده 

ACHN  293و سلولهاي نرمال اپیتلیال کلیه انسان رده 
GP- بررسی گردید  . 

  روش کار
% 70گرم پودر آن در محلول  100پس از تهیه سیاه دانه، 

خیسانده و عصاره آبی  72آب مقطر بمدت % 30الکل و 
گرم از  10براي تهیه فراکسیونها  .تهیه شد% 70الکلی 

میلی لیتر اتانول مخلوط گردید و  100عصاره تهیه شده با 
هگزان به قیف  -Nحلال . به قیف دکانتور منتقل شد

. هگزان استخراج گردید-Nدکانتور اضافه شد و فراکسیون 
در مرحله بعد محلول باقیمانده در قیف دکانتور با حلال 

فراکسیون دي کلرومتان  دي کلرومتان ترکیب شد و
سپس محلول باقیمانده از مرحله قبل با . استخراج گردید

حلال اتیل استات ترکیب شد و فراکسیون اتیل استات 
استخراج گردید و در نهایت محلول باقیمانده از مرحله قبل 

بوتانل استخراج - Nبوتانل ترکیب و فراکسیون هاي - Nبا 
کانتور به عنوان گردید و محلول باقیمانده در قیف د

فراکسیون آبی پس از . فراکسیون آبی در نظر گرفته شد
حذف حلال با غلظتهاي مورد نظر تهیه ومورد آزمایش 

گرم  16/4گرم عصاره سیاه دانه  10از . ]20[قرار گرفت 
  .آبی استخراج گردیدفراکسیون 

                                                   
 

1-Mbarek  
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سلول ( ACHN در این مطالعه تجربی از رده سلولی
سلول ( -GP 293و رده سلولی  )آدنوکارسینوم کلیه انسان

که از انستیتوپاستور ایران ) نرمال اپیتلیال کلیه انسان
سلولها در محیط کشت . خریداري شدند استفاده گردید

DMEM ) با غلظتحاوي گلوکز mg/ml 5/4  (راه به هم
آنتی بیوتیک پنی % 1و ) FBS(سرم گاوي جنین % 10

 Cºو  CO2 % 5استرپتومایسین و در انکوباتور - سیلین
 . کشت داده شدند 37

و غیر ) ACHN(رده سلولی سرطانی  2در این مطالعه 
  :گروه به شرح زیر تقسیم شدند 4به ) -293GP(سرطانی 

 در این گروه رده سلولی غیر: گروه کنترل سالم) 1
 200بدون درمان با هیچ ماده اي در ) -293GP(سرطانی 

 . قرار گرفتند DMEMمیکرولیتر محیط کشت 
در این گروه رده سلولی سرطانی : گروه کنترل بیمار) 2
)ACHN ( 200بدون درمان با هیچ ماده اي در 

  .قرار گرفتند DMEMمیکرولیتر محیط کشت 
اي غیر سلوله: گروه کنترل سالم با فراکسیون آبی )3

موجود در این گروه با غلظتهاي  هاي -GP 293سرطانی 
μg/ml 8/19 ،6/39 ،99 ،198 ،297 ،396 ،495 ،594 ،

 72و  48، 24از فراکسیون آبی در زمانهاي  792و  693
 .ساعت درمان شدند

سلولهاي سرطانی : گروه درمان با فراکسیون آبی) 4
ACHN موجود در این گروه با هاي μg/ml 8/19 ،6/39 ،

از  792و  693، 594، 495، 396، 297، 198، 99
ساعت درمان  72و  48، 24فراکسیون آبی در زمانهاي 

  .شدند
  
  
  
  

یک روش رنگ سنجی است که اساس آن  MTTآزمایش 
احیاء و شکسته شدن کریستالهاي زرد رنگ تترازولیوم 
بوسیله آنزیم سوکسینات دهیدروژناز و تشکیل 

در طی زمان . ا محلول می باشدکریستالهاي آبی رنگ ن
توسط سوکسینات دهیدروژناز که یکی  MTTانکوباسیون، 

از آنزیمهاي چرخه تنفسی میتوکندریهاست احیاء می 
احیاء و شکسته شدن این حلقه موجب تولید . شود

کریستالهاي آبی رنگ فورمازان می شود که در زیر 
جهت . میکروسکوپ به راحتی قابل تشخیص هستند

  . استفاده شد MTTدرصد سلولهاي زنده از تست  بررسی
پس از انجام تست تریپان بلو و شمارش تعداد سلولهاي 

. خانه منتقل شدند 96زنده هر دو رده سلولی به پلیت 
سه -GP  293و  ACHNبراي هر یک از دو رده سلولی 

به هر . چاهک در نظر گرفته شد 3پلیت و براي هر غلظت 
به  -GP 293سلول  104و  ACHNسلول  5000چاهک 
پس از طی . میکرولیتر محیط کشت اضافه شد 200همراه 

ساعت جهت چسبیدن سلولها به کف پلیت، محیط  24
سپس هر دو رده . کشت رویی هر چاهک خارج گردید

ساعت تحت تأثیر غلظت  72و  48، 24سلولی به مدت 
، μg/ml8/19 ،6/39 ،99 ،198 ،297 ،396 ،495 هاي
از فراکسیون آبی قرار گرفتند، پس از  792 و 693، 594

محیط کشت رویی طی زمانهاي مذکور هر دو رده سلولی 
 200گردید و به هر چاهک با برگرداندن پلیت خالی 

 mg/ml 5/0حاوي  FBS 5  %  محیط کشتمیکرولیتر 
در فایل آلومینیومی ها پلیت  .شداضافه  MTTمحلول 

پس . گردیدندنکوبه و به مدت چهار ساعت ا ندپوشیده شد
از طی مدت زمان انکوباسیون و خالی کردن محیط کشت 

اضافه شد و در  DMSOمیکرولیتر  200 به هر چاهک
 Elizaنهایت جذب نوري هر چاهک توسط دستگاه 

reader  در طول موج nm570  قرائت شد و درصد
  .]21[سلولهاي زنده با فرمول زیر محاسبه گردید 

  
  
  
  
  
  

تجزیه و تحلیل  SPSSداده ها با استفاده از نرم افزار 
براي . یدارائه گرد Mean ± SEMبه صورت  شدند و

مقایسه متغیر هاي نرمال از آزمون واریانس یک طرفه 
ANOVA در صورت وجود اختلاف معنی . استفاده شد

 Post Hocدار براي مقایسه نتایج در بین گروه ها از 
Tukey 05/0.استفاده شد p< دار در نظر گرفته  یمعن

 .شد
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  یافته ها
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  بحث
در این مطالعه اثر فراکسیون آبی سیاه دانه بر درصد زنده 

. بررسی گردید -GP 293و  ACHNماندن دو رده سلولی 
ساعت پس از تأثیر فراکسیون  ACHN ،24در رده سلولی 
کاهش معنی دار در درصد زنده  μg/ml297آبی از غلظت 

ماندن سلولها در مقایسه با گروه کنترل مشاهده شد، در 
در هیچ یک از زمانها  -293GPحالیکه در رده سلولی 

درصد زنده ماندن سلولها در مقایسه با چاهک کنترل 
نتایج این مطالعه نشان دهنده تأثیر بیشتر . نی دار نبودمع

به صورت وابسته  ACHNفراکسیون آبی در رده سلولی 
اثر . بود -GP 293به دوز و زمان در مقایسه با رده سلولی 

ضد سرطانی سیاه دانه در مطالعات زیادي نشان داده شده 
  است به عنوان نمونه مصرف خوراکی روغن سیاه دانه در 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ضایعات بدخیم روده القاء شده در موش صحرایی به طور 
مؤثري باعث مهار رشد و توسعه سلول هاي بدخیم سرطان 

روي  براثر ضد سرطانی سیاه دانه . ]22[روده شده است 
رده هاي سلولهاي سرطانی بافتهاي مختلف مثل سرطان 

، گردن رحم و پوست خون، کلیه، کبد، پروستات، پستان
هیدرین مشتق - α همچنین. ]23[نشان داده شده است 

شده از سیاه دانه نیز فعالیت ضد توموري قوي بر علیه 
 1در مطالعه شافی .]13[سرطان خون و ریه داشته است 

هگزان و کلروفرم -N اثر عصاره متانولی و فراکسیون هاي

                                                   
 

1 - Shafi 

  
  

کلیه  سالمساعت بردرصد زنده ماندن سلول هاي  72و  48، 24آبی عصاره سیاه دانه در زمان هاي تأثیر فراکسیون : 2شکل
  .نداشتند هیچکدام GP - 293 هیچکدام از غلظتها اثر معنی داري بر درصد زنده ماندن سلولهاي   -293GP انسان رده
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گردن  سلولهاي سرطانی(  Helaسیاه دانه روي سلولهاي 
هر سه عصاره سیاه دانه باعث . بررسی شد) رحم انسان

می شوند ولی عصاره کلروفرم  Helaآپوپتوز در سلولهاي 
متانول هگزان و - n اثرات مؤثرتري نسبت به عصاره هاي

اثر و همکاران   بارك در مطالعه. ]16[داشته است 
کشندگی عصاره هاي اتیل استات و روغن اصلی روي رده 

، نسبت به عصاره )سلول سرطان پستان( P8 15سلولی 
سلول ( BSRهمچنین در رده سلولی . بوتانل بیشتر بود

وغن اصلی اثر اتیل استات نسبت به ر) سرطان کلیه موش
کشندگی بیشتري داشت، در حالیکه عصاره بوتانل اثر 

سلولهاي ( ICO1در سلولهاي . کشندگی پایینی نشان داد
عصاره بوتانل نسبت به دو رده ) سرطان قلب گوسفند

در نتیجه  .]18[سلولی دیگر اثر کشندگی بیشتري داشت 
اثر کشندگی فراکسیون هاي مختلف به ترکیبات آنها 
وابسته نیست بلکه به رده هاي سلولی مختلف وابسته 

 بر سیاهدانه الکلی عصاره اثردر مطالعه طبسی . است
هاي سرطانی کلیه  سلول تکثیر سلولی و آپوپتوزیس میزان

نشان داد که عصاره موجب کاهش  ACHNانسان رده 
 L 929و ACHNداد سلولهاي زنده رده هاي معنی دار تع

نتایج این مطالعه نیز در راستاي مطالعات قبلی . می گردد
   .]19[ و نشان دهنده اثر ضد سرطانی سیاه دانه می باشد

گیاهان  یالکل یدروه نشان داد که عصاره) 2006( 1سیدل
) 1: سه فراکسیون اصلی می باشند که عبارتند از داراي
باحالت  یونهايفراکس) 2محلول در آب  یونهايفراکس

با . ]25-24[ یمحلول در چرب یونهايفراکس) 3و  ینابینیب
اثرات  یونهافراکس ینبودن مواد موثره ا متفاوتتوجه به 

متفاوت  احتمالاً مختلف یسلول يها رده يبر رو یزآنها ن
  .]24[ خواهد بود

فراکسیون آبی از عصاره هیدروالکلی  دراین مطالعه نیز
محتوي مواد موثر محلول  رسد به نظر می و تهیه شد

اثر عصاره آبی  بطور مشخص پژوهشیتا کنون  .درآب باشد
بر سلولهاي سرطانی کلیه مورد بررسی قرار را سیاه دانه 

 .عه در این زمینه باشدو شاید این اولین مطالنداده است 

                                                   
 

1-Seidel 

باعث کاهش درصد زنده ماندن سلولهاي  این فراکسیون
ACHN  در این  موجودرسد مواد  به نظر میشده است و

 ایجادانیسم مک .فراکسیون نیز داراي اثر ضد توموري باشند
فراکسیون مشخص نیست ولی با  توسط اینسیتوتوکسیتی 
در  بر سایر رده هاي سرطانیسیاه دانه توجه به اثر 
می توان پیشنهاد کرد که مکانیسم احتمالی  مطالعات دیگر

 cالقاء آپوپتوز توسط این فراکسیون آزاد شدن سیتوکروم 
فعال  به داخل سیتوزول، فعال شدن کاسپازها و در نهایت

شدن مسیر داخلی آپوپتوز می باشد هرچند تعیین 
  .]16[مکانیزم دقیق نیازمند مطالعات دیگر می باشد 

که اثر ضد سرطانی  سیاه دانهتیموکینون وترکیبات دیگر
آنها نشان داده شده است ترکیبات محلول در چربی می 

علاوه حاضر نشان داد که  ، در حالیکه مطالعه]26[ باشند
برخواص ضد سرطانی ترکیبات محلول در چربی، 

 ترکیبات ضدسیاه دانه نیز احتمالاً داراي فراکسیون آبی 
ناچیز  از طرف دیگراین پژوهش اثر. می باشدسرطانی 
را نشان داد که -GP 293رده سلولی بر  آبی فراکسیون

را دو  بر سرطان کلیه آبی اهمیت بررسی بیشتر فراکسیون
 کهگرفت  تیجهن توان میعلاوه بر این . چندان می کند

ماده ضد توموري سیاه دانه بطور مشخص دریک احتمالاً 
و در تمام وجود ندارد ثره ؤفراکسیون یا ماده م

این ایده که  لذا .باشدمی پراکنده  ي آنفراکسیونها
ؤثر گیاه جداسازي قسمت هاي خاص گیاه به عنوان مواد م

دارویی یکپارچگی گیاه را به هم زده و باعث کاهش اثر 
را  ]27[می گردد آن درمانی و افزایش عوارض جانبی 

  .کند تقویت می
  نتیجه گیري

نتایج ما نشان داد که فراکسیون آبی سیاه دانه داراي اثر 
بوده در حالیکه  ACHNسیتوتوکسیسیتی بر رده سلولی 

  . تاثیري ندارد -GP 293بر رده سلولی 
  تشکر و قدر دانی

 یان نامه دانشجویی کارشناسی ارشداین مطالعه منتج از پا
تاریخ  و  900198 با کد طرح پژوهشی

بوده که با حمایت مالی معاونت  06/07/1390تصویب
  .پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی مشهد انجام شده است
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Abstract 
Background and objectives: Renal cell carcinoma (RCC) is one 
of the most leading causes of death among cancers. The 
therapeutic methods of RCC are surgery, immunotherapy, 
chemotherapy and biologic response modulators. Medicinal 
plants such as Nigella sativa (N. sativa) also are used for the 
treatment of cancer. Therefore, in this study the effect of aqueous 
fraction of N. sativa was investigated on percentage of live cells 
in the human renal carcinoma cell line (ACHN) and normal 
human renal epithelial cells (GP-293). 
Materials and Methods: Aqueous fraction of N. sativa obtained 
from %70 hydro-alcoholic extract after discarded of n-Hexane, 
dichloromethane, ethyl acetate, N-butanol fractions. In this study 
two cell lines including carcinoma cell line ACHN and normal 
cell line GP-293 were used. Cells were seeded in 96 well plates 
and were treated with various concentrations of aqueous fraction 
and cell viability was calculated with MTT after 24, 48 and 72 
hours. Results are presented as Mean ± SEM. Statistical analysis 
was performed by using SPSS. One-way ANOVA test was applied 
for the statistical analysis of the data. 
Results: our results showed aqueous fractions of N.sativa didn’t 
significant effect on percentage of live GP-293 cells in certain 
dose and time but its effect on percentage of live ACHN cells is 
significantly higher than control group and GP-293 cell line in 
dose and time-dependent manner. 
Conclusion: It was concluded that the aqueous fraction of 
N.sativa has cytotoxic effects on ACHN cell line but didn’t has 
any significant effect on GP-293 cell line. 
Keywords: Renal cell carcinoma, Nigella sativa, Aqueous 
fraction, MTT assay, ACHN cell line, GP-293 cell line. 
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