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  :مقدمه

 هاي آدنوكارسينوم سلول ترين نوع تومور كليه شايع

 كليوي را بهي  درصد كل تومورها85كليه است كه 

  ه بهـــا به طور اوليـــاين توموره. هدد  اختصاص ميخود

  

 ازـــمغز و كليه طرف مقابل متاست، ها، استخوان، كبد ريه

دهند و يك سوم بيماران در زمان تشخيص دچار  مي
  مان تومورهاي كليوي توسط جراحيرد اند شدهز متاستا

  :چكيده

 اين گياهتركيبات . است  علفي، يك ساله يا پايا، گياهي ازتيره آلاله(Nigella sativa) سياه دانه :هدفزمينه و 

بررسي اثر سايتوتوكسيك و آپوپتوتيك عصاره الكلي با هدف اين مطالعه . هستندداراي خواص ضد سرطاني 
 L929هاي غير سرطاني سالم رده   و سلولACHNهاي سرطاني كليه انسان رده  روي رشد سلولسياهدانه بر 

 .انجام شد

روي ،  عصاره الكلي سياهدانه در محيط كشت مختلفهاي در اين مطالعه تجربي غلظت :روش بررسي
 شده با  ايجادكتغييرات مورفولوژي،  ساعت72  و48، 24پس از .  اثر داده شدL929 و ACHNهاي  سلول

هاي زنده هر دو  هاي عصاره بر درصد سلول  اثر غلظتMTTبا آزمون  .ميكروسكوپ معكوس ارزيابي گرديد
بررسي ميزان آپوپتوز با كيت فسفاتيديل سرين با .  از نظر كمي بررسي شد،هاي مذكوررده سلولي در زمان

زمون واريانس يك طرفه و آز آناليز آماري داده ها با استفاده ا. استفاده ار دستگاه فلوسيتومتري مشخص گرديد
 .آناليز شدTukey تعقيبي 

 و ACHNهاي رده   و بالاتر عصاره بر سلولµg/ml 750هاي   نشان داد كه غلظتMTT نتايج آزمون :يافته ها
  موجب كاهش معني دار تعداد سلول هايL929 و بالاتر عصاره بر روي سلول هاي رده µg/ml 1250غلظت هاي 

نتايج بدست آمده از فلوسيتومتري نشان داد كه حداكثر ميزان . )>05/0P(گردد   ميL929 و ACHN زنده
بود و % 92 بوده كه اين ميزان برابر 1250و  µg/ml 1000هاي  غلظت  درACHNآپوپتوز در رده سلولي 

و هر % 89ن برابر  ديده شد كه اين ميزاµg/ml 1500 در غلظت L929هاي رده حداكثر ميزان آپوپتوز در سلول
  .P)>001/0( دار نشان داددو در مقايسه با گروه كنترل افزايش معني

داراي اثرات آپوپتوتيك و سايتوتوكسيك بر  با توجه به نتايج اين پژوهش عصاره الكلي سياهدانه :نتيجه گيري
اره الكلي سياهدانه را به توان عص لذا مي.  استL929هاي سالم   در مقايسه با سلولACHNهاي سرطاني رده  سلول

 . هاي سرطاني در درمان سرطان كليه پيشنهاد كرد عنوان تركيبي با اثرات سايتوتوكسيك روي سلول

 

  .فلوسيتومتري، عصاره الكلي ،سياهدانه ، سيتوتوكسيك،L929سلول هاي  ،ACHNسلول هاي  ،آپوپتوتيك :واژه هاي كليدي
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  .ود انجام مي ششيمي درماني، هورمون درماني و اشعه درمانيهمراه 

از دير باز تاثير عصاره هاي مختلف گياهي در 
گياه سياهدانه ). 1(ها شناخته شده بود درمان بيماري

(Nigella Sativa) گياهي از تيره علفي آلاله و داراي گل هايي 

دانه هاي آن تيره و سه . به رنگ سفيد شيري مي باشد
كاربردهاي ). 2(گوش و له شده آن بويي شبيه زيره دارد 

از ). 3(اني سياهدانه از قرن ها پيش شناخته شده است درم
اين گياه به طور گسترده به خاطر اثرات آنتي بيوتيكي، 
اختلالات گوارشي و كبدي، درمان انگل هاي گوارشي، 
تحريك متابوليسم و درمان افسردگي استفاده مي شده 

در پژوهش هاي متعدد مشخص شده كه ). 5،4(است 
) 7،6(كينوني آن مثل تيموكينون سياهدانه و تركيبات 

داراي اثرات ضد سرطاني در كولون، سينه، پوست، رحم و 
همچنين سياهدانه داراي اثرات قلبي ). 9،8(كبد مي باشد 

و اثرات آنتي ) 8(و تحريك پاسخ ايمني ) 11،10(عروقي 
مطالعات مختلف . مي باشد) 12(اكسيداني و ضد التهابي 

دانه مي تواند ميزان قند ــياهات ســنشان داده كه تركيب
همچنين ). 13(خون را در خرگوش ها كاهش دهد 

اي ـــاشت چربي در نفريت هـــر روي انبــتيموكينون هم ب
اثرات ضد ). 14(حاصل از دوكسروبين تاثير مثبت دارد 

در ) CNS(دردي و تسكيني كه بر سيستم اعصاب مركزي 
 علت وجود اثر مصرف اسانس سياهدانه بوجود آمده به

خواص مفيد سياهدانه ). 10(تركيبات اپيوئيدي در آن است 
به علت وجود تركيبات كينوني آن مثل تيموكينون و دي 

سياهدانه ) 15(اثرات ضد سرطاني . هيدروكينون مي باشد
 به علت ايجاد القاي مرگ برنامه ريزي شده سلولي بوجود

و رات آپوپتوتيك تاكنون در مورد اث). 16(آيد مي
هاي اره الكلي سياهدانه بر سلولــــسايتوتوكسيك عص

سرطاني كليه گزارشي منتشر نشده است،  لذا در اين مطالعه 
اثر عصاره الكلي سياهدانه بر رشد سلول هاي سرطاني كليه 

 فيبروبلاست موشي رده  و نيز سلول هايACHNانسان رده 
L929 به عنوان سلول غير سرطاني مورد بررسي و با 
  .ديگر مقايسه گرديديك

  :روش بررسي

 ـاده ازــ تجربي عصاره گيري با استفـدر اين مطالعه

 100روش شناخته شده سوكسله انجام شده براي اين منظور 

 توسط  درصد96 الكل cc 490گرم از پودر سياهدانه با 
عصاره از فيلتر سرنگي . دستگاه سوكسله عصاره گيري شد

μm 2/0 براي تعيين وزن خشك . شود عبور داده تا استريل
 ميلي ليتر از آن در پليت با وزن معلوم 10 ،عصاره استريل

 درجه سانتي گراد الكل آن 70ريخته و روي بن ماري 
تبخير شد و سپس با ترازوي ديژيتال سارتروس با دقت 

  . گرم توزين گرديد0001/0

 ابتدا هر دو رده سلولي از تانك ازت :بررسي مورفولوژيك
پس از انجام يك . مرحله يخ زدايي سلول ها انجام شدخارج و 

 سلول ها با استفاده از تست Viabilityدوره پاساژ سلولي و تعيين 

  ميلي ليتري براي سلول هاي25 فلاسك كشت 3تريپان بلو، 

ACHN و سه فلاسك كشت مشابه نيز براي سلول هاي 
L929محيط كشت فلاسك ها از نوع .  در نظر گرفته شد

DMEM )Dulbeccos Modified Eagles Medium( 

 – پني سيلين  درصد1 و FBS  درصد سرم10حاوي 

 37كوباتور ها در ان فلاسك). 17( استرپتومايسين بود

پس .  قرار داده شدندCO2  درصد5درجه سانتي گراد با 
ها به كف فلاسك كشت  ساعت كه سلول24از 

 اين ها به چسبيدند مرحله اثر دادن عصاره بر سلول
 خانه براي انجام آزمايش 96از پليت : ترتيب انجام شد

 سه پليت و براي ACHNهاي  براي سلول. استفاده شد

هاي   سه خانه در نظر گرفته شد براي سلول،هر غلظت
L9295000در هر خانه .  نيز به همين صورت عمل شد 

 )16( ميكروليتر محيط كشت اضافه كرده 200سلول به همراه 

  بعد زماني كه سلول ها به كف خانه ها ساعت24و 

با استفاده . چسبيدند محيط كشت هر خانه خالي گرديد
، µg/ml 0هاي  از محيط كشت استريل از عصاره غلظت

 تهيه شد و با توجه به 1750 و 1250 ،750، 250، 50
 به هر سه خانه شداينكه تست به صورت سه تايي انجام 

µl 200 براي سلول هاي .گرديد از هر غلظت اضافه 
L929ها  سپس همه پليت.  نيز به همين ترتيب عمل كرديم
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 72 و 48، 24در انكوباتور قرار داده شد و پس از گذشت 

ها با ميكروسكوپ معكوس ساعت، مورفولوژي سلول
اين گونه ارزيابي . بررسي و مشاهدات ثبت گرديد

 بار تكرار 3مورفولوژيك سلولي، براي هر غلظت از عصاره 
  .د تا اطمينان كافي از نتايج بدست آمده حاصل گرددش

 پس ،L929  و ACHN از هر رده سلولي:MTTآزمون 
 يك سوسپانسيون Viabilityاز انجام پاساژ و تعيين 

هاي قبلي تهيه سلولي در محيط كشت با همان ويژگي
10شد كه در هر ميلي ليتر آن 

4
 سلول وجود 5/2 ×

 خانه اي براي هر 96 پليت 3براي اين آزمون . داشت

 از µl 2/0رده سلولي در نظر گرفته شد در هر خانه 
بنابراين هر . سوسپانسيون سلولي مزبور در نظر گرفته شد

 ساعت در 24ها  پليت.  سلول بود5000خانه حاوي 

انكوباتور قرار داده شدند تا سلول ها به بستر خود بچسبند 
ها با عصاره پس از طي اين مدت مرحله مجاور كردن سلول 

با استفاده از محيط كشت استريل از : به اين ترتيب انجام شد
، µg/ml 10،0 ،50 ، 100 ،250 ،500عصاره غلظت هاي 

تهيه شد و با توجه  2000 و1750 ،1500 ،1250، 1000، 750
شود به هر سه به اينكه تست به صورت سه تايي انجام مي

راي ـــب. شوده ميــــاز هر غلظت اضاف µl 200ه ـــخان
محيط . شد نيز به همين ترتيب عمل L929هاي سلول

 200 ساعت خالي كرده و 24كشت اين پليت ها را پس از 

  MTT ميكروليتر رنگ 20ميكروليتر محيط تازه همراه با 

)4,5-dimethyl diphenyl tetrazoliom bromide (

پس از آن محيط .  ساعت در انكوباتور گذاشته شد4اضافه و 
 DMSO ميكروليتر 200 خالي و MTTشت حاوي رنگ ك

)Dimethyl sulfoxide ( جايگزين آن شد و جذب نوري هر
 570 و در طول موج  Eliza readerخانه توسط دستگاه

  ).18(نانومتر اندازه گيري گرديد 

-Phosphatidyl serine Detection)طبق دستور كيت : فلوسيتومتري

IQP-116F( خانه و 24هاي  پليت ساخت كشور هلند از 

10تعداد 
5

 سلول استفاده شد و به همان روشي كه در 3×

 بيان شد سلول ها را در پليت كشت داديم، سپس MTTتست 
 از Tripsin –EDTAبا ) 16( ساعت 48سلول ها را پس از 

 بار با بافر كلسيم شستشو 2كف خانه ها جدا كرده و 

 100ا  را بAnnexin V ميكروليتر از 10 سپس ،داده

 دقيقه در تاريكي و روي 20 ،ميكروليتر سلول مخلوط كرده
 ميكروليتر رنگ 10، سپس سلول ها را شسته و شديخ انكوبه 

ه در تاريكي  دقيق10به آن اضافه و ) PI(پروپيديوم ايودايد 
   مدل با فلوسيتومتري ها نمونهروي يخ انكوبه كرديم و

)Facs caliber-USA. Becton Dickinson (شدنداليز آن. 

د نـبوددر اين روش سلول هايي كه دچار آپوپتوز اوليه شده 
 كه دچار ند و سلول هاييرفت را گAnnexin Vفقط رنگ 

ولي آنها اندكي ــــدند و ديواره سلــــآپوپتوز ثانويه ش
 PI و رنگ Annexin Vنفوذ پذير شده با دو رنگ 

هايي كه دچار نكروز شده فقط  رنگ شده و سلول
 Plotند و هر كدام در فترگود ـــ را به خPIرنگ 

 و به اين ترتيب فتهرگومتري جداگانه قرار ـــفلوسيت

در اين تست دامنه . (نددسلولي جدا شدسته هاي مختلف 
  .) در نظر گرفته شدغلظت ها وسيع تر

آناليز هاي آماري داده ها با استفاده از آزمون
رد تجزيه مو Tukey آزمون تعقيبي ،واريانس يك طرفه
  . معني دار تلقي گرديدP>05/0  وو تحليل قرار گرفت

  

  :يافته ها

هاي   بر اساس مشاهده سلول:تايج بررسي مورفولوژين
ACHNساعت عصاره 24 پس از ، با ميكروسكوپ 

 و بالاتر در µg/ml 750هاي  غلظت الكلي سياهدانه با

 باعث شد كه ACHNهاي گروه كنترل  مقايسه با سلول
  از كف بستر خود كنده شده و از حالت دوكيها سلول

  . شكل به صورت گرد درآيند

  يعني سلول هايL929ارزيابي مورفولوژي سلول هاي 

 ساعت اثر عصاره 24غير سرطاني نشان داد كه پس از 

و بالاتر سبب غير  μg/ml 1250الكلي سياهدانه با غلظت 
 ايطبيعي شدن مورفولوژي سلول ها در مقايسه با سلول ه

 از µg/ml 750در غلظت  . گرديدL929گروه كنترل 
 تغيير چنداني L929عصاره الكلي سياهدانه سلول هاي رده 

  ا ردهــ بACHNضمناً مقايسه سلول هاي رده . نشان ندادند
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 ان هايـتاثير عصاره الكلي سياه دانه در زم :1نمودار شماره 

 ACHN هاي ردهت بر سلول ساع72  و48، 24                   
  

  

L929 شديدتر عصاره  در هر غلظت نيز بيانگر تاثير
   . بودACHNهاي سرطاني رده  سياهدانه بر سلول

 جذب نوري ثبت شده از خانه هاي :MTTنتايج آزمون 

 با ،هايي كه در مجاورت عصاره بودندحاوي سلول
جذب نوري خانه هايي كه تحت تاثير عصاره نبودند 

هاي  سلول مقايسه گرديد و درصد) اي كنترلخانه ه(
  : زنده با فرمول زير محاسبه گرديد

  جذب نوري سلولهاي تحت تاثير عصاره در هر خانه                   

ــ×100 ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــ ــــ ــ    كنترلدرصد سلول هاي زنده نسبت به سلولهاي=ـــ

  ين جذب نوري خانه هاي حاوي سلولهاي كنترلميانگ                 

  

  

 نسبت ACHN در رده هاي زنده كاهش درصد سلول
 ساعت 24زمان در  ACHN هاي سلولبه گروه كنترل 

و بالاترعصاره الكلي سياهدانه  750(μg/ml)غلظت در 
. )>05/0P( كه اين كاهش معني دار بود مشاهده شد

ي زنده ها ساعت، كاهش درصد سلول 72و  48پس از 
در غلظت ACHN هاي  سلولنسبت به گروه كنترل 

(μg/ml)750 مشاهده شدعصاره الكلي سياهدانه  و بالاتر 

  ).1نمودار شماره ) (>05/0P(كه اين كاهش معني دار بود 

  ساعت از تاثير عصاره الكلي24پس از گذشت 

 L929 ردههاي زنده  درصد سلولمعني دار ، كاهش سياهدانه

مشاهده به بالاتر  1250  (μg/ml) غلظتازكنترل نسبت به گروه 
   . كه اين اختلاف نسبت به گروه كنترل معني دار بودشد

  

  

 

 

  

  

  

  

 

 هاي تاثير عصاره الكلي سياه دانه در زمان :2نمودار شماره 

  L929هاي سلولرده  ساعت بر 72  و48، 24                    
 

 

  

)05/0P<.( درصد معني دار اهش  ساعت، ك72  و48 پس از
 (µg/ml)  غلظتازنسبت به گروه كنترل  L929هاي زنده  سلول

نمودار شماره ) (>05/0P( مشاهده شد  به بالاتر عصاره750
تاثير افزايش غلظت عصاره الكلي سياهدانه و همچنين ).2

 بر  L929 و ACHNافزايش زمان در هر دو رده سلولي 
لظت غها در  كاهش درصد زنده ماندن سلول

(μg/ml)750  و بالاتر عصاره در رده سلولي ACHN و
 L929و بالاتر عصاره در رده  1250(μg/ml)در غلظت 

 آنها مشخص است) بدون تيمار(نسبت به گروه كنترل 

)05/0P<.(  همچنين مقايسه اثر عصاره الكلي سياهدانه
هاي  ر دو رده سلولي نشان داد، در زمانـــبر روي ه
هاي ا عصاره الكلي سياهدانه در غلظتار بـــمشابه تيم
(μg/ml)750 و بالاتر عصاره رده سلولي ACHN نسبت 

ها داراي كاهش   در همين غلظتL929به رده سلولي 
  ).>05/0P(ها بود  بيشتري در درصد زنده ماندن سلول

در  ساعت 48 ميزان آپوپتوز اوليه در زمان :نتايج فلوسيتومتري
و بالاتر از عصاره  10(g/ml)در غلظت ACHN  هاي سلول

 و ACHN) بدون تيمار(الكلي سياهدانه نسبت به گروه كنترل 
افزايش معني داري داشت  L929نسبت به رده سلولي 

)001/0P<(.  هاي  در سلولاوليه حداكثر درصد آپوپتوز
ACHN در غلظت (g/ml) 1250 درصد 96/92 كه برابر 

ــه در آدـ درص حداكثر L929هاي در سلول. بود ــوز اولي  پوپتـ
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  تاثيرعصاره الكلي سياهدانه بر آپوپتوز اوليه  :3نمودار شماره 

    ACHN ،L929هاي  سلول                     
  

ميزان  .بود درصد 90/89  كه برابر1500 (g/ml) هاي غلظت
ــه آپوپتوز  نسبت به  50 (g/ml)  از غلظتهاي در سلولاولي

  ). 3نمودار شماره  ()>001/0P (بودمعني دار  L929 گروه كنترل

 اثر آپوپتوتيك عصاره الكلي سياهدانه بر سلول هاي

هاي سالم رده   بيشتر و با سلولACHNسرطاني رده 
L929 مقايسه است و ثانياً افزايش غلظت عصاره بالاتر  قابل

از مقداري كه حداكثر درصد آپوپتوز اوليه را ايجاد مي كند 
 مشابهي به سمت هر دو رده را به نحو تقريباًاي  هسلول

  .)1تصوير شماره ( نكروز سلولي پيش مي برد

ضمناً در روش فلوسيتومتري درصد آپوپتوز اوليه سلول هاي 
 در L929 و سلول هاي رده g/ml 10 در غلظت ACHNرده 

 از عصاره الكلي سياهدانه نسبت به سلول هاي g/ml 50غلظت 
  كه) >05/0P(داري داشت  افزايش معنيكنترل همان رده

  تواند بيانگر دقت بيشتر روش فلوسيتومتري نسبت به مي

 در MTTهاي بررسي مورفولوژيك و آزمون روش
بوده و از طرفي ترجيح اثر عصاره الكلي مطالعات مشابه 

دانه بر روند آپوپتوز نسبت به نكروز سلولي را پيشنهاد ـسياه
ين روش و استفاده از كيت فسفاتيديل همچنين با كمك ا .نمايد

 حاصل هاي سرين و پروپيديوم آيودايد توانايي جداسازي سلول

كه در تست  از آپوپتوز اوليه و نكروز وجود داشت در حالي
MTTو روش مورفولوژي اين امكان وجود نداشت .  

  

  

  

   ساعت در مجاورت با عصاره 24 پس از L929 و  ACHNهاي تصوير ميكروسكوپي مقايسه سلول :1تصوير شماره 

  .عصاره الكلي سياهدانه 2250  وµg/ml 0 ،750، 1250هاي  غلظت                 

A- هاي  سلولACHN در غلظت µg/ml 0 عصاره الكلي سياهدانه  

B- هاي  سلولACHN در غلظت µg/ml750 عصاره الكلي سياهدانه  

C- هاي  سلولACHN در غلظت µg/ml1250 عصاره الكلي سياهدانه  

D-  سلول هايACHN در غلظت mg/ml 2250 عصاره الكلي سياهدانه  

E-  سلول هايL929ت غلظت  در غلظµg/ml 0 عصاره الكلي سياهدانه  

F-  سلول هايL929 در غلظت μg/ml 750 عصاره الكلي سياهدانه   

G-  سلول هايL929 در غلظت μg/ml 1250 عصاره الكلي سياهدانه   

F- سلول هاي L929 در غلظت μg/ml 2250الكلي سياهدانه عصاره    

A B C D

E F G H

0

20

40

60

80

100

120

0 50 250 750 1250 175

ug/ml  غلظت

%
صد

در

0 2250

ACHN
L929

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


   و همكاراننفيسه السادات طبسي    تاثير سياهدانه بر سلول هاي سرطاني كليه

 12

  :بحث

د كه عصاره الكلي انتايج اين تحقيق نشان د
 داراي اثر آپوپتوتيك و ACHNنه بر رده سياهدا

سيتوتوكسيك است ضمن اينكه شروع اثر و شدت اثر 
  . متفاوت استL929هاي اين رده و رده سالم  بين سلول

 اين نتايج پيشنهاد مي كند كه تاثيرات ضمناً
مناسب درماني عصاره در محدوده غلظت و چهارچوب 

 در اين زماني مشخصي بوده كه نياز به بررسي بيشتري

 و MTTمقايسه نتايج حاصل از تست . زمينه وجود دارد

هايي از عصاره  غلظتروش فلوسيتومتري نشان داد كه 
كه با درصد بالايي از آپوپتوز در فلوسيتومتري همراه 

در ميزان زنده ماندن معني داري  كاهش باعثبودند 
  .  نيز مي شوندMTTها در نتايج حاصل از تست  سلول

هاي سرطاني انساني  اينكه سلولبا توجه به
ACHNهاي رده  باشد و سلولتليال مي  از نوع اپي

L929هاي فيبروبلاست موشي است، اين احتمال   سلول
 با يك ACHNهاي  نيز وجود دارد كه مقايسه سلول

رده اپي تليال سالم ما را به قضاوت بهتري در مورد نحوه 
هاي  ر سلولاثر و غلظت موثر عصاره الكلي سياهدانه ب

  . برساندACHNسرطاني رده 

اثرات مهاري عصاره الكلي سياهدانه و تركيبات 
هاي  موثره آن مثل تيموكينون بر روي چندين رده از سلول

 سرطاني در بافت هاي مختلف انسان و حيوان مانند سلول هاي

، سلول هاي سرطان )20(، سلول هاي كولوني )19(كبدي 
 خاصيت داراي) 22(ين ساركوما ، سلول هاي فيبر)21(سينه 

  ير سلول هاي سرطاني يا به عبارتي ضد سرطاني ـــضد تكث

، )23(اي معده ـــورد سلول هـــهمچنين در م. ي باشدـــم
نيز داراي اثرات ) 24(خوني و سلول هاي قلبي سلول هاي 

آپوپتوتيك و كاهنده اثرات سمي دارويي در درمان هاي 
براي توجيه اثرات ضد سرطاني . باشد ميهامتداول سرطان

سياهدانه و تركيبات كينوني موجود در آن، عصاره الكلي 
 مختلفي پيشنهاد شده است كه بخشي از آن هايمكانيسم

ها، دفع راديكال هاي آزاد، فعاليت آنزيممربوط به تاثير بر 
   گلوتاتيون داخــــليــزانمهار پروليفراسيون سلولي، تغيير م

  

هاي  و شكار راديكال) 25( آنتي اكسيداني يتفعال سلولي،
از هاي سرطاني القا آپوپتوزيس در سلولنيز  و )26( آزاد

 P53 و مسير غير وابسته به P53طريق مسيرهاي وابسته به 

  .)24-29(مي باشند 

 ،هابه نظر مي رسد كه در ميان اين مكانيسم
ده سلولي از مهمترين ـــريزي شلقاي مرگ برنامها

هاي موثر در فعاليت ضد سرطاني عصاره الكلي سممكاني
كه يافته هاي اين بررسي نيز ) 24،18(سياهدانه مي باشد 

  .كندآن را تاييد مي

تيموكينون بر مطالعات قبلي اثرات  همچنين
مهار رشد : شاملهاي سرطاني كولون، روي سلول

ات مورفولوژيك  تغيير،هاي سرطاني كولونسلول
. )16( را نشان دادآپوپتوز درصد ايش  افز نيزوها سلول

 مطالعه  كننده نتايج حاصل از تاييدبررسي هااين كه 
 سايتوتوكسيك و آپوپتوتيك اتاثراخير مربوط به 

  ردههاي سرطاني كليه عصاره الكلي سياهدانه بر سلول

(ACHN)  باشدمي .  

  

  :نتيجه گيري

 اين تحقيق براي اولين بار توانست نقش آپوپتوتيك

د تكثير سلولي عصاره الكلي سياهدانه را با تاثير بر روي و ض
 در مقابل سلول هاي ACHNسلول هاي سرطاني كليه رده 

 نشان دهد كه اين تاثير با مكانيسم L929غير سرطاني 
تحقيقات بيشتر جهت . رودآپوپتوزيس فعال و پيش مي

شناختن مكانيسم سلولي و ملكولي عملكرد عصاره الكلي 
  . بر مسير آپوپتوزيس لازم مي باشدسياهدانه 

  

  :تشكر و قدرداني

بخشي از هزينه اين پژوهش توسط معاونت محترم 
پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي مشهد تامين گرديد كه به اين 

ها بروك و   همچنين از خانم.وسيله تشكر و قدرداني مي شود
هاي صميمانه در انجام اين پژوهش  قاسمي به خاطر همكاري

  .تشكر مي گردد

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  1389پاييز / 3، شماره 12دوره / مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد

  :منابع

1. Swamy SM, Tan BK. Cytotoxic and immunopotentiating effects of ethanolic extract of 

Nigella sativa L. seeds. J Ethnopharmacol. 2000 Apr; 70(1): 1-7. 

2. Rojhan MS. Healing with medicine plants. Tehran: Alavi Pub; 2003. p: 157-9. 

3. Zargari-Ali. Medicine plants. Tehran: University of Tehran Press; 1992. p: 43-5. 

4. Salem ML. Immunomodulatory and therapeutic properties of the Nigella sativa L. seeds. Int 

Immunopharmacol. 2005 Dec; 5(13-14):1749-70. 

5. Haq A, Lobo PI, Al-Tufail M, Rama NR, Al-Sedairy ST. Immunomodulatory effect of 

Nigella sativa proteins fractionated by ion exchange chromatography. Int J Immunopharmacol. 

1999 Apr; 21(4): 283-95. 

6. Nergiz C, Otels S. Chemical composition of Nigella sativa seeds. Food Chem. 1993; 48: 259-61. 

7. Ghosheh OA, Houdi AA, Crooks PA. High performance liquid chromatographic analysis of 

the pharmacologically active quinones and related compounds in the oil of the black seed 

(Nigella sativa L.). J Pharm Biomed Anal. 1999 Apr; 19(5): 757-62. 

8. Salomi NJ, Nair SC, Javawardhanan KK, Varghese CD, Panikkar KR. Antitumour principles 

from Nigella sativa seeds. Cancer Lett. 1992 Mar; 63(1): 41-6. 

9. Worthen DR, Ghosheh OA, Crooks PA. The invitro anti-tumor activity of some crude and purified 

components of blackseed, Nigella sativa L. Anticancer Res. 1998 May-Jun; 18(3A): 1527-32. 

10. Agarwal R, Kharya MD, Shrivastava R. Pharmacological studies of essential oil and 

unsaponifiable matter of seeds of Nigella sativa. Indian J Pharmacological Sci. 1979; 41: 248-510. 

11. Aqel M. The relaxant effect of the volatile oil of Nigella sativa seeds on vascular smooth 

muscle. Jordan Ser B. 1995; 19: 91-100. 

12. Al-Ghamdi MS.The anti-inflammatory, analgesic and antipyretic activity of Nigella sativa. J 

Ethnopharmacol. 2001 Jun; 76(1): 45-8. 

13. Meral I, Yener Z, Kahraman T, Mert N. Effect of Nigella sativa on glucose concentration, 

lipid peroxidation, anti-oxidant defence system and liver damage in experimentally-induced 

diabetic rabbits. J Vet Med Physiol Pathol Clin Med. 2001 Dec; 48(10): 593-9. 

14. Badary OA, Abdel-Naim AB, Abdel-Wahab MH, Hamada FM. The influence of 

thymoquinone on doxorubicin-induced hyperlipidemic nephropathy in rats. Toxicology. 2000 

Mar; 14(3): 219-26. 

15. Ait Mbarek L, Ait Mouse H, Elabbadi N, Bensalah M, Gamouh A, Aboufatima R, et al. 

Anti-tumor properties of blackseed (Nigella sativa L.) extracts. Braz J Med Biol Res. 2007 Jun; 

40(6): 839-47. 

16. Gali-Muhtasib H, Diab-Assaf M, Boltze C, Al-Hmaira J, Hartig R, Roessner A, et al. 

Thymoquinone extracted from black seed triggers apoptotic cell death in human colorectal 

cancer cells via a p53-dependent mechanism. Int J Oncol. 2004 Oct, 25(4): 857-66. 

17. Freshnry RI. Culture of animal cell: manual of basic technique. 4th ed. NewYork: Wily-Liss 

Pub. 2000. p: 550-70.  

18. Shoeib AM, Elgayyar M, Dudrich P, Bell J. In vitro inhibition of growth and induction of 

apoptosis in cancer cell lines by thymoquinone. Int J Oncol. 2003; 22: 107-13. 

19. Daba MH, Abdel-Rahman MS. Hepatoprotective activity of thymoquinone in isolated rat 

hepatocytes. Toxicology Lett. 1998 Mar; 95(1): 23-9. 

20. Salim EI, Fukushima S. Chemopreventive potential of volatile oil from black cumin (Nigella 

sativa L.) seeds against rat colon carcinogenesis. Nutr Cancer. 2003; 45(2): 195-202. 

 

13

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Swamy%20SM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tan%20BK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salem%20ML%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haq%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lobo%20PI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al-Tufail%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rama%20NR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al-Sedairy%20ST%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ghosheh%20OA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Houdi%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Crooks%20PA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al-Ghamdi%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Meral%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yener%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kahraman%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mert%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Badary%20OA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abdel-Naim%20AB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abdel-Wahab%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hamada%20FM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ait%20Mbarek%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ait%20Mouse%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Elabbadi%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bensalah%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gamouh%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aboufatima%20R%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Braz%20J%20Med%20Biol%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gali-Muhtasib%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Diab-Assaf%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boltze%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al-Hmaira%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hartig%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roessner%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Daba%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abdel-Rahman%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salim%20EI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fukushima%20S%22%5BAuthor%5D
www.SID.ir


   و همكاراننفيسه السادات طبسي    تاثير سياهدانه بر سلول هاي سرطاني كليه

 14

21. Farah IO, Begum RA. Effect of Nigella sativa L. and oxidative stress on the survival 

pattern of MCF-7 breast cancer cells. Biomed Sci Instrum. 2003; 39: 359-64. 

22. Award EM. In vitro decreases of the fibrinolytic potential of cultured human fibrin sarcoma 

cell line, HT1080, by Nigella sativa oil. Phytomedicine. 2005 Jan; 12(2): 100-7. 

23. El-Dakhakhny M, Barakat M, El-Halim MA, Aly SM. Effects of Nigella sativa oil on gastric 

secretion and ethanol induced ulcer in rats. J Ethnopharmacol. 2000 Sep; 72(1-2): 299-304. 

24. Muhtasib H, Roessner A, Schneider R. Thymoquinone: a promising anti-cancer drug form 

natural sources. Int J Bioche & Cell Biol. 2006 Nov; 38(8): 1249-53. 

25. Badary OA, Taha RA, Gamal el-Din AM, Abdel-Wahab MH. Thymoquinone is a potent 

super oxide anion scavenger. Drug Chem Toxical. 2003 May; 26(2): 87-98. 

26. Burits M, Bucar F. Antioxidant activity of Nigella sativa. Pharm Bull. 2000; 24: 307-10. 

27. Musa D, Dilsiz N, Gumushan H, Bitiren M. Antitumor activity of an ethanol extracts of 

Nigella sativa seeds. Biologia (Bratisl). 2004; 59(6): 735-40. 

28. El-Mahdy MA, Zhu Q, Wang QE, Wani G, Wani AA. Thymoquinone induces apoptosis 

through activationof caspase-8 and mitochondrial events in p53-null myeloblasticleukemia HL-

60 cells. Int J Cancer. 2005; 117: 409-17. 

29. Abul-Nasr SM, EI-Shafey MD, Osfor MM. Amelioration by Nigella sativa L. of 

methotrexate-indused toxicity in mail albino rate: a biochemical hematological and histological 

study. Scintia Agricul Bohem. 2001; 32: 123-60. 

 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Farah%20IO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Begum%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22El-Dakhakhny%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Barakat%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22El-Halim%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aly%20SM%22%5BAuthor%5D
www.SID.ir


  1389پاييز / 3، شماره 12دوره / مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد

                                                                                                             Journal of Shahrekord University 

                                                                                                                                          of 

                                                                                                                          Medical Sciences  
 

Vol.12, No.3, Autumn (Oct, Nov, Dec), 2010. 

  

2  

                   Received: 15/Sep/2009   Accepted: 28/Jun/2010 
 

The effects of Nigella sativa ethanolic extract on proliferation 

and apoptosis of renal cell carcinoma ACHN cell line 
 

Tabasi NS (MSc)*, Khajavi-Rad A (PhD)**1, Mahmoudi M (PhD)***, 

Bahar-Ara J (PhD)†, Rastin M (PhD)††, HosainPour-Mashhadi M (PhD)†††, 

Shaikh A (MSc)♦, Zamani-Taghizade Rabe Sh (MSc)♦, Aghaei A (MSc)♦♦, 
Ahadi BM (BSc)♦♦♦ 

*Immunology Research Center, Mashhad Univ. of Med. Sci. Mashhad, Iran, 

**Assistant professor, Physiology Dept., Mashhad Univ. of Med. Sci. 

Mashhad, Iran, ***Professor, Immunology Dept., Immunology Research 

Center, Mashhad Univ. of Med. Sci. Mashhad, Iran, †Assistant professor, 

Biology Dept., Islami Azad Univ Mashhad Branch, Mashhad, Iran, 
††Immunology Research Center, Mashhad Univ. of Med. Sci. Mashhad, Iran, 

†††Assistant professor, Animal Science Dept., Islami Azad Univ, Mashhad Branch, 

Mashhad, Iran, ♦Immunology Research Center, Mashhad Univ. of Med. Sci. 

Mashhad, Iran, ♦♦Biophysics Dept., Mashhad Univ. of Med. Sci. Mashhad, Iran, 
♦♦♦Physiology Dept., Mashhad Univ. of Med. Sci. Mashhad, Iran.. 

 

Background and aims: Black seed (Nigella sativa), belongs to Rannunculaceae 

family. It has various functions, including immuno-modulatory, anti-oxidant, 

anti-inflammatory and anti-neoplastic effects. Anticancer properties of NS 

compounds are related to their cytotoxic and apoptotic effects. In this study, 

cytotoxic and apoptotic effects of ethanol: extract of NS was investigated on 

human kidney cancer cell line (ACHN) and normal cell line (L929).  

Methods: NS ethanolic extract at 0, 10, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 

1250, 1500, 1750 and 2000µg/ml concentrations were prepared and 

studied in culture mediums of ACHN and L929 cells. After 24, 48 and 

72h, morphologic changes and MTT assay were performed in both cell 

lines. Indeed, early and late apoptosis were studied by phosphatidyl serine 

kit employing flow cytometry technique. 

Results: After 24h, NS extract at 750 µg/ml and higher concentrations caused 

morphological changes and also reduced percentage of alive cells significantly 

(P<0.05) in ACHN cells compared with L929 cells that showed similar changes 

at 1250µg/ml and higher concentrations. After 48 and 72h, these effects were 

more prominent. MTT assay results, showed that NS concentration of 750 

µg/ml and higher doses reduce percentage of alive ACHN cells (P<0.05). L929 

cells showed similar changes at 1250µg/ml and higher concentrations (P<0.05). 

Maximum apoptosis in ACHN cells was happened at 1000 & 1250µg/ml (92%) 

compared with L929 cells that showed maximum apoptosis at 1500µg/ml 

(89%). Indeed, both cell lines showed a significant increase in apoptosis 

compared with their control groups (P<0.001). 

Conclusion: NS ethanolic extract can may be useful as a cytotoxic and 

chemotherapeutic agent in kidney cancer treatment. 
 

Keywords: Apoptotic, ACHN cell line, Cytotoxic, Ethanolic extract, Flow  
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