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چكيده
گروه بزرگ و متنوعي از جانوران دريايي با Holothuroidea رده و خيارهاي دريايي متعلق به شاخه خارپوستان

ضد باكتريايي، ضدضد اكسيداني، با اثر درماني  يحضور تركيباتتاكنون . هستندگونه در جهان را شامل  1400حدود 
در تحقيق حاضر، اثرات ضد ت رسيده است.به اثبا خيارهاي درياييدر  قارچي، ضد ويروسي و ضد سرطاني

هايي با قطبيت متفاوت شامل هگزان، كلروفرم، با استفاده از حلال Holothuria parvaهاي استخراجي  سرطاني عصاره
نتايج تاثير سميت هاي نرمال مورد مطالعه قرار گرفت. و سلول MCF-7)(متانول و آب، بر رده سلولي سرطاني سينه 

-mg/mL 00001/0(در محدوده  IC50صورت  ساعت بر رده سلولي سرطاني به 72و  48، 24سه زمان ها در  عصاره
ساعت بود. بنابراين 72در زمان  MCF-7در اين ميان بهترين تاثير مربوط به عصاره آبي بر رده  ) گزارش شد.5/0
ينه، تركيبات اين گونه درياييدليل اثر بخشي قابل ملاحظه سميت سلولي عصاره آبي بر رده سلولي سرطان س به
عنوان كانديداي مناسبي جهت توليد داروهاي با خاصيت ضد سرطان سينه استفاده شوند. توانند پس از تخليص به مي

 تعيين سميت، ضد سرطان، خليج فارس.،Holthuria parva،خيار دريايي :كلمات كليدي

مقدمه. 1

هاي اخير، تركيبات زيست فعال بسياري از در طول دهه
اند كه بسياري از موجودات و منابع مختلف دريايي، استخراج شده

عنوان دارو و همچنين يك محصول موفق آنها كانديداي مناسبي به
خصوص هاي مختلف صنعتي، بهاز حوزه تجاري در بسياري

شوند. با اين حال داروسازي، كشاورزي و صنايع غذايي محسوب مي
مهرگان دريايي از جمله خارتنان بسياردر محيط دريا، نقش بي
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تركيب طبيعي دريا يا آنالوگ  13گير است. در حقيقت، از هر  چشم
وهاي جديد عنوان دار هاي درماني به آنها كه امروزه در پروتكل

مهرگان دريايي مشتق شده است مورد از بي 12شود،  استفاده مي
)San Miguel-Ruiz and Garcia-Arraras, 2007( تاكنون حضور .

گونه از خيارهاي دريايي در خليج فارس و درياي عمان گزارش  28
اي  از غناي گونه Holothuriidaeشده است كه در اين ميان خانواده 

  ). 1390هاي ديگر برخوردار است (فاطمي،  تري نسبت به خانوادهبالا
تحمل محدوده وسيعي از تغييرات  دليل بهخيارهاي دريايي 

. گونه مورد هستنداي  اقليمي داراي پراكنش جهاني گسترده
جنوب كشور از منطقه  هاي آببررسي نيز در نقاط مختلفي از 

مدي تا مناطق عميق، از جمله در سواحل قشم، بندر  و بين جزر
كلي گونه مذكور در   طور هبستانه و بندر دير حضور دارد. ب

  ). 1390فاطمي، شود ( به وفور يافت ميمحدوده اقيانوس هند 
كاربرد در طب سنتي و  دليل بهخيارهاي دريايي از ديرباز 

اند. هم  بودهآسيا و خاورميانه مورد توجه اي در مصارف تغذيه
هاي زيستي و دارويي منحصر به فردي از جمله اكنون فعاليت

سرطان و  ، ضد)Sarfaraj et al., 2012(زايي رگ هاي ضدفعاليت
تومور  انعقاد و ضد ، ضد)Pingru et al., 2000(ضد التهاب 

)Mokhlesi et al., 2012(ميكروب  ، ضد)Aminin et al., 2010( ،
 ، ضد)Hamaguchi et al., 2010(قارچ  ويروس و ضد ضد

ي  كننده اكسيدان و تنظيم ، آنتي)Dang et al., 2007(فشارخون 
 ها ي زخم و التيام دهنده )1388خرمي زاده، (ايمني  سامانه 

)Roginsky et al., 2004(  حضور تركيبات زيست فعال  دليل بهرا
هاي دريايي هاي متعددي از آنها، به خيارشناخته شده از گونه

 Holothuria parvaدهند. در پژوهش حاضر، گونه نسبت مي
د سرطاني تركيبات استحصالي بر رده جهت بررسي پتانسيل ض

  سلولي سرطان سينه مورد مطالعه قرار گرفت. 

  ها مواد و روش. 2

  برداري . نمونه2-1

 Holothuriaدر محدوده پراكنش گونه  برداري نمونهابتدا 

parva ،هاي مورد نظر در سال  نمونه انجام شد. بدين منظور
 و نواحي بين جزرلنگه و از  از سواحل بستانه، در  بندر 1392

هاي دريايي در ظروف  خيارآوري گرديد. سپس  مدي جمع
 .پلاستيكي حاوي آب دريا قرار گرفته و به آزمايشگاه منتقل شد

با  شناختي ريختاي و شناسايي  يد گونهيها جهت تا ابتدا نمونه
) مورد بررسي Bordbar et al., 2011كليدهاي موجود (

ي مولكولي گونه يكه شناسالازم به ذكر است قرارگرفتند. 
Holothuria parva زمان در اين  نيز براي اولين بار در ايران هم

  تحقيق انجام شد كه در مقاله ديگري گزارش شده است. 

  گيري مراحل عصاره. 2-2

% به 80گرم وزن خيس نمونه توزين شده و با اتانول  140مقدار
گيري انجام شد. عصاره  بار پيوسته عصاره 3ساعت براي  24مدت 
دست آمده پس از صاف شدن با كاغذ صافي در دستگاه هتام ب

 100تبخير كننده گردان و تحت خلا كاملا خشك گرديد. ميزان 
ليتر گرم از عصاره خشك بدست آمده توزين و در يك ميليميلي

Dimethyl sulfoxide )DMSOهاي ) حل شده و از آن سري رقت
 Silchenko etليتر) تهيه گرديد (گرم در ميليميلي 5/0- 00001/0(

al., 2005هاي  ). باقيمانده عصاره خشك، جهت تهيه فراكشن
هاي هگزان، كلروفرم، متانول و آب  ترتيب با حلال مختلف به

دليل وجود تشابهي كه در ساختار شيميايي  گيري شد. به عصاره
د، بايد در انتخاب روش تركيبات موجود در عصاره وجود دار

جداسازي دقت زيادي اعمال شود. براي مثال، انتخاب روش 
كروماتوگرافي، وابستگي زياد به نوع تركيبي دارد كه هدف 

توان از  جداسازي است. از سوي ديگر با استفاده از اين روش مي
حضور تركيبات مشابه موجود در عصاره نيز آگاهي پيدا كرد. بنابر 

ها كه در  ها و ترپن زي تركيبات فراري مثل اسانساين در جداسا
اند.  به وفور يافت شده Holothuriidaeهاي دريايي خانواده  خيار

 Thin Layerبهترين روش، استفاده از كروماتوگرافي لايه نازك 

Chromatography) (خرمي است) ،در تحقيق حاضر 1388زاده .(
يبات در عصاره تام گونه منظور اطمينان از وجود ترك از اين روش به

مورد مطالعه استفاده شد. در اين مطالعه رده سلولي سرطان بدخيم 
مورد  )MCF-7; Human Breast Adenocarcinoma(سينه انسان 

صورت فلاسك و ويال، از بانك سلولي  استفاده قرار گرفت كه به
  انستيتو پاستور ايران تهيه شد.

  MTTروش آزمون . 2-3

انجام  استانداردتوجه به دستورالعمل با  MTTروش آزمون 
ابتدا سوسپانسيون ترتيب كه  بدين .Shin et al., 2004)(شد 
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يه شده و پس از شمارشته MCF-7هاي سلولي منفرد از سلول
انكوبه CO2ساعت در انكوباتور  24ها به مدت  ها، پليت سلول

شدند. پس از اين زمان، محيط كشت را با محيط جديد تعويض
بار تكرار براي هر 3نموده و تيمارها به ميزان يك ميكروليتر و با 

به ها عصارهها اضافه شد تا غلظت نهايي  به چاهك رقت
رسيد. بيشترين غلظت ليترگرم در ميليميلي 00001/0-5/0

DMSO  صورت به% بوده كه در هر بار تيمار 5/0در هر چاهك
ررسي قرار گرفت.شاهد (كنترل منفي و كنترل مثبت) مورد ب

و 48، 24هاي ها به انكوباتور منتقل گرديد و پس از زمان پليت
20ساعت انكوباسيون محيط كشت قبلي خارج و ميزان  72

ميكروليتر محيط كشت 180به همراه  MTTميكروليتر محلول
ساعت 4به مدت  ها پليتجديد، به هر چاهك افزوده شد. مجددا 

خارج شده ها پليت. پس از اين زمان، به انكوباسيون منتقل گرديد
به هر DMSOميكروليتر  200و پس از تخليه كامل محيط كشت، 

چاهك افزوده شد. پليت، روي شيكر انكوباتور تا زمان حل كامل
، قرار داده شد.DMSOبلورهاي فورمازان ارغواني توسط حلال 

545در طول موج  گر الايزاها توسط دستگاه قرائت جذب نمونه
نانومتر سنجيده شد. 630نانومتر ثبت و نسبت به جذب 

 آناليز آماري. 2-4

در ها عصارهمحاسبه درصد سميت سلولي هر يك از  منظور به
محاسبه شد. 1هاي مختلف با فرمول رقت

)-Cytotoxicity= (1%جذب كنترل/جذب نمونه100× ((     )1(

%50(حداقل غلظتي كه باعث ايجاد  IC50سپس جهت تعيين 
سميت سلولي شود) با استفاده از درصد سميت سلولي، از نرم افزار

Graph pad prism, version 6 جهت رسم منحني سيگموئيدي
غلظت در مقابل لگاريتم درصد سميت استفاده گرديد.

نتايج. 3

تركيب 3نتيجه كروماتوگرافي لايه نازك عصاره تام، حضور 
با قطبيت متفاوت را نشان داد كه در طول فاز ثابت از يكديگر

جدا شدند.
سلولي هاي مختلف بر رده آزمون تعيين سميت عصاره -الف

MCF-7سرطان سينه 

براي هر پليت از رده سلولي آدنوكارسينوماي سينه انسان
)MCF-7(  ساعت، 72و  48، 24پس از طي دوره هاي تيمار

از ها عصاره. از آنجايي كه براي حل كردن شدانجام MTT آزمون
استفاده شده بود، در هر پليت يك گروه سلول DMSOحلال 

تيمار شدند. DMSOكنترل حلال با  عنوان به
ليترگرم در ميليميلي 00001/0از  ها عصارهبا افزايش غلظت 

ليتر درصد سميت سلولي افزايش نشانگرم در ميليميلي 5/0به 
ديده ها عصارهطوري كه روند وابسته به غلظت در تمامي  هب ،ددا

ها عصارهشد. همچنين  روند وابسته به زمان نيز در تمامي 
ها سلول به نحوي كه با افزايش مدت زمان تيمار ،مشاهده گرديد

، سميت افزايش يافته و بيشترين اثر سميت پس از طيها عصارهبا 
.شدساعت مشاهده  72زمان 

تام، ) از عصاره5/0-000001/0ري رقت (از تهيه سپس 
طور جداگانه، ههگزاني، كلروفرمي، متانولي و آبي هر يك ب

 MCF-7ساعته آنها بر رده سلولي 72و  48، 24تيمارهاي 

دست آمده از هر رقت در هصورت گرفت. مقادير سميت سلولي ب
داده نشان 1عنوان نمونه در شكل ه زمان، براي عصاره آبي ب 3

شده است.
مشخص شده است، در بين 1گونه كه در جدول  همان
عصاره آبي داراي بيشترين اثر و كمترين ،ي مختلفها عصاره
ساعت بود. در 72و  24 ،48 هايدر تمامي زمان IC50ميزان 

-MCFساعت بر رده سلولي  72حقيقت عصاره متانولي در زمان 

.داراي بيشترين اثر سميت سلولي بود 7

هاي ليتر) فعاليت كشندگي سلولي عصارهميلي گرم عصاره/(ميلي IC50: ميزان 1 جدول
ساعته. مقادير به 72، 48، 24در تيمارهاي  MCF-7بر رده سلولي   H. parvaمختلف 

3خطاي استاندارد محاسبه شده است. هر داده حاصل حداقل  ±mg/mLهمراه ميانگين 
تكرار است.

رده 
سلولي عصاره   عصاره تام  زمان

 عصاره آبي  هگزاني
عصاره 
  كلروفرمي

عصاره 
  متانولي

24 h 3/1 ± 003/0  09/1± 007/0 2/1 ±0001/0 6/ ± 007/0 1±007/0 
MCF-7 48 h 09/0 ± 002/0 5/1 ± 005/0 5/1 ± 0001/0 09/1 ±001/0 09/1±004/0 

72 h 5/1 ± 001/0 5/1 ± 001/0 5/0± 00001/0 1± 0007/0 3/1±001/0 

گيري بحث و نتيجه. 4

خيارهاي دريايي، از جمله موجودات دريايي غني از تركيبات
كه امكان توليد بسياري از محصولات جديد هستندبالقوه دارويي 

دارويي از آنها وجود دارد.
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در MCF-7: مقايسه مقادير سميت سلولي عصاره آبي بر رده سلولي1شكل 
±تكرار 3ساعته. هر داده حاصل حداقل  72و ج)  48، ب) 24تيمارهاي الف) 

داري راارتباط معني P-valueمحاسبه مقادير  .استميزان خطاي استاندارد 
دهد.نشان مي

عنوان يكيامروزه مشخص شده است كه خيارهاي دريايي به
- طاناز موجودات دريايي، داراي اثرات ضد سرطاني در برابر سر

هايي از قبيل سرطان سينه، پروستات، كلون، خون، ريه، كبد و
طورهاي بروز اين اثرات هنور بهغيره هستند، هر چند مكانيزم
-San Miguel-Ruiz and Garcia(عميق بررسي نشده است 

Arraras, 2007.( 
تاكنون هيچ گونه تحقيقي در ،هاي انجام شده طبق بررسي

جهت تعيين خواص دارويي و Holothuria parvaمورد گونه 
دست آمده از اين هدرماني انجام نشده است. بنابراين تركيبات ب

گونه نيز در انحصار ملي خواهد بود.

 Holothuriaسه فاكتور مورد بررسي در خيار دريايي گونه . 4-1

parva 

در اين پژوهش با فرض حضور تركيبات تري ترپن
، سه فاكتور نوعشوند ميگليكوزيدي كه عامل سميت محسوب 

عنوان بهرده سلولي، زمان مجاورت عصاره با سلول و نوع عصاره 
هايي براي درك رفتار سميت سلولي ايجاد شده توسط شاخص
).1در نظر گرفته شد (جدول  ها عصاره

ي مختلفها عصارهبررسي تاثير مدت زمان انكوباسيون براي 
MCF- 7ي بر رده سلولي تام، هگزاني، كلروفرمي، متانولي و آب

نحوي كه با افزايش نشان داد به وابستگي به زمان را به خوبي
زمان انكوباسيون، افزايش در ميزان اثرات سميت سلولي مشاهده

72گرديد و بيشترين ميزان سميت پس از مدت زمان انكوباسيون 
ساعت و روي اين رده سلولي ديده شد. از اين ميان بيشترين

از آن عصارهمربوط به عصاره آبي و پس  سهم كشندگي
. تاثير سميت سايرساعت) بود 24كلروفرمي (در زمان 

هگزاني و متانولي در اين زمان يكسان بود ي تام،ها عصاره
).1جدول (

Zou (2003)،Wu (2006) ،Han (2010, 2012)  نيز روي
MCF-7 هاي مختلف انواع خيار دريايي را بررسيتاثير فراكشن

موده و تاثير سميت مثبت آنها را بر اين رده سلولي مشاهدهن
نمودند.
Han  اتانولي خيار دريايي عصاره تام )2012(و همكاران

Holothuria scabra  نتيجه آن سهرا تخليص نمودند كه در
تركيب تري ترپن گليكوزيدي جديد را شناسايي كردند كه نتايج

-MCFاز جمله سرطان سينه  سلولي سرطاني رده 5سميت آنها بر 
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93/0دست آمده بين  هب IC50. در اين تحقيق ميزان شدنيز انجام  7
ليتر بود كه با نتايج تحقيق حاضرگرم بر ميليميلي 60/2تا 

.)Han et al., 2010(مشابهت نشان داد 
Liu  خيار دريايي گونه  )2008(و همكارانBohadschia 

argus Jaeger را جهت بررسي تركيبات با سميت سلولي مورد
تحقيق قرار دادند. در اين بررسي عصاره تام اتانولي گونه خالص

تري ترپن گليكوزيدي استحصال وشده و سپس دو تركيب 
رساختمان آنها تعيين گرديد. سپس سميت اين تركيبات بر چها

) در مقايسهMCF-7رده سلولي سرطاني از جمله سرطان سينه (
با داروي كنترل اتوپوزيد بررسي شد كه مطالعه حاضر نيز مويد

).Han et al., 2012(اين نتايج بود 
مينه استحصال تركيبات با منشاتاكنون تحقيقات محدودي در ز

جانداران دريايي توسط محققين داخلي صورت گرفته است.
توان به اي از كارهاي مشابه در ايران، مي عنوان نمونه به

اشاره نمود گونه) 2012(و همكاران  Mokhlesiهاي  فعاليت
Holothuria leucospilota متعلق به سواحل بستانه در خليج

هاي اندام اين گروه نمونهفارس را مورد بررسي قرار دادند. 
طور مجزا هكورين، مايع سلومي و ديواره بدن خيار دريايي را ب

نمودند. روش آنها بدين صورت بود كه سه عصارهگيري  عصاره
ثير ضددست آورده و تا هآبي را ب -اتيل استاتي، متانولي و متانولي

قارچي و سميت آنها را بررسي كردند. طبق نتايج باكتريايي، ضد
بودهباكتريايي  فاقد اثرات ضد ها عصارهحاصل از اين بررسي، 

ولي داراي اثرات ضد قارچي و سميت سلولي قابل توجهي
بودهبودند. بدين صورت كه عصاره  اتيل استاتي فاقد اثر سميت 

متانولي داراي تاثير -ي و آبيي متانولها عصارهدر حالي كه 
مهاركنندگي قوي بودند. بر همين اساس بيشترين ميزان فعاليت

مربوط به عصاره متانولي ديواره بدن، عصاره ترتيب بهسميت 
آبي ديواره و عصاره -متانولي اندام كورين، عصاره متانولي
).Mokhlesi et al., 2011متانولي مايع سلومي گزارش شد (

را Bohadschia mormorata گونه )2011(همكاران  مخلصي و
به روش فوق بررسي نموده و نتايج مشابه در مورد اثرات ضد
باكتريايي و ضد قارچي و سميت اين گونه را بدست آوردند، با

براي اين گونه مربوط به ها عصارهاين تفاوت كه ترتيب سميت 
ره بدن و عصارهعصاره متانولي اندام كورين، عصاره متانولي ديوا

).Liu et al., 2008(متانولي مايع سلومي بوده است 
Zhang (2006, 2007, 2008)  وHan (2010, 2012)تاثير ،

هاي متعدد خيار دريايي را بر هاي مختلف گونه عصارهسميت 

و HL-60, P-388چندين نوع رده سلولي سرطان خون مثل 
MOLT-4  نمودند.مشاهده

توضيحات داده شده و مقايسه نتايج تحقيق حاضربا توجه به 
دست آمده از تحقيقات ديگر، در رده سلولي سرطان هبا نتايج ب

ساعت بيشترين اثر 72سينه، عصاره آبي پس از مدت زمان 
گمان ).1سميت سلولي را روي سلول سرطاني داشت (جدول 

باشدين عصاره وجود داشته قطبي در ا رود كه تركيبات بالقوه مي
تري ترپن گليكوزيدي قطبي احتمال حضور تركيباتكه اين امر 

دصورت، باي ). در اينTian et al., 2005كند ( ميتر  را قوي
استدلال منطقي جهت مشاهده تاثير سميت در فراكشن كلروفرمي

وجود داشته باشد. لذا استكه حلال مناسب تركيبات غير قطبي 
ور ساختار تركيبات تري ترپناين مشاهده به احتمال بالاي حض

نمايد. در حقيقت اين تركيبات داراي دلالت ميگليكوزيدي 
و وجود بخش گليكوزيدي متصل به آن هستندساختار دوگانه 

 ,.Han et alسبب افزايش ميزان قطبيت آنها گرديده است (

ن بخش قندي احتمال شكستگيناپايداري اي دليل به). اما 2009
يا در طي مراحلگيري  عصارهي مراحل هاي قند ط مولكول

 ,.Han et alتكويني جانور و در نتيجه كاهش قطبيت وجود دارد (

). لذا تاثير سميت در عصاره كلروفرمي نيز مشاهده شد.2010
وئيدي اين تركيبات وساختار استر دليل به سوي ديگر،از 

-MCFهاي   هاي استروئيدي در سطح غشاي سلول حضور گيرنده

رفت كه طبق نتايجاين رده مي انتظار اعمال اثر بيشتر بر، 7
دست آمده در اين تحقيق و مشاهده بيشترين اثر بر اين رده، بار هب

ديگر احتمال حضور تركيباتي با ساختار استروئيدي در اين
عصاره تقويت شد.

ها عصارهبررسي تاثير ميزان سميت سلولي  شايان ذكر است كه
ساعت تيمار سلولي با 72مال در مدت زمان بر رده  سلولي نر

نشان ها عصارهجهت مقايسه ميزان تاثيرات نامطلوب  ها عصاره
هاي طبيعي با افزايش ر پذيرفتن و كاهش بقاي سلولتاثي  دهنده

منظور افزايش ضريب اطمينان ها بود. اين بررسي به عصارهغلظت 
بر ها عصارهاز بيشترين توان كشندگي اعمال شده از جانب 

شد،ساعت) انجام  72هاي طبيعي در بيشترين بازه زماني ( سلول
چرا كه در اين زمان بيشترين ميزان سميت سلولي توسط تمامي

نتايج تاثير سميت اگرچهبر رده سلولي اعمال شده بود.  ها عصاره
چند دليل بهبر رده سلولي نرمال را نشان داد، اما  ها عصارهبالاي 

دست آمده از عصاره آبي بر رده سلولي هب IC50ن مقدار برابر بود
توان اين عصاره را مي MCF-7نرمال نسبت به رده سلولي 
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هايپيش ماده دارويي در درمان سرطان جهت بررسي عنوان به
بيشتر پيشنهاد نمود.

بدون شك با مطالعات بيشتر بر سميت و فعاليت خيارهاي
لعه، امكان توسعه داروهايخصوص گونه مورد مطا هدريايي ب

دليل خواص بهدر زمينه درمان سرطان وجود دارد.  ويژه بهجديد 
گزينهتوانند ترپن گليكوزيدها، اين تركيبات مي اثبات شده

مناسبي براي توسعه داروهاي جديد باشند. لذا پس از جداسازي
هاي ها، بررسي مكانيسم عصارهو شناسايي تركيبات موجود در 

ثر سميت براي درك بهتر اثر بخشي دارو و هدايتاعمال ا
است،مطالعات بعدي جهت كاربردي شدن تحقيقات مورد نياز 

هاي سلولي كه مطالعه روي اختصاصيت نوع رده در عين حال
رايسرطاني در پاسخ به توليدات طبيعي و تدبير تمهيداتي ب

گيرد. مد نظر قرار دهاي طبيعي باي پذيري سلول كاهش ميزان تاثير
فارس و درياي عمان، خليج شناختي بومبا توجه به موقعيت 

احتمال وجود تركيباتي با پتانسيل درماني چشم گيرتري نسبت به
ي آبيها محيطي آبي وجود دارد. همچنين غناي ها محيطساير 

منظور پيشبرد اهداف اقتصادي بهايران بستر مناسبي براي پژوهش 
ريزي و زه و دليلي براي برنامهخود انگي كه اين كشور است
هاي آتي در اين اري جهت بذل توجه بيشتر به پژوهشسرمايه گذ

.شود محسوب ميزمينه 
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