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Background: Gastric cancer is known as the 4th cause of malignancy 
and mortality in the world. Several risk factors have been defined for this 
malignancy as diet and environmental factors. Curcumin is a herbal derivate 
which has obvious effects on suppression of malignancies via inhibition of 
apoptosis, cell proliferation, invasion and angiogenesis. It has also been shown 
that Curcumin has no adverse effect on body normal cells. The most important 
limitation factor in its clinical use is being water insoluble, low absorption rate 
and bio-instability. The aim of this study was to use Dendrosomes as carriers 
of Curcumin and to study the induction of apoptosis on AGS cells.
Materials and Methods:  In this study, AGS cells have been exposed to 
different concentrations of Polymer Nano Curcumin (5 to 20 micromole). 
Metabolic activity of these cells has been evaluated by using MTT test. Also 
apoptosis has been studied using Annexin test.
Results: This study showed that Nano Curcumin concentration of 13 micromole 
is able to suppress metabolic activity of 50% of cellules and also to suppress 
apoptosis in 26% of them in compare with control group.
Conclusion: The concentration of encapsulated agent that may lead to 
inhibition of metabolic activity and apoptosis is too low. As Dendrosomes 
have been shown to be non-toxic on body cells and also¬ the amount of free 
Curcumin which is needed to have effects like this study is too high, it looks 
that 13 micromole concentration of Nano Curcumin polymer has significant 
better effect on clinical targets in compare with free form.

Keywords: Polymer Nano Curcumin, Apoptosis, Gastric cancer, Drug 
concentration
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نانوكوركومين پليمرى، آپوپتوز، سرطان معده، غلظت دارو كليد واژه ها:

دنيا شناخته شده  مير در سطح  و  و عامل مرگ  بدخيم  بعنوان چهارمين سرطان  معده  سرطان  مقدمه: 
از آن جمله مى توان به رژيم  اند كه  است. عوامل مختلفى بعنوان عامل خطر اين بيمارى معرفى شده 
غذايى و محيط اشاده نمود. كوركومين يك تركيب گياهى است كه تاثيرات آن در مهار جنبه هاى مختلف 
سرطان از جمله آپوپتوز، مهار تكثير سلولى، تهاجم و رگزايى به اثبات رسيده است و نشان داده شده است 
كه بر سلولهاى سالم فرد تاثير سوئى نمى گذارد. اما مهمترين عامل محدود كننده در كاربرد بالينى اين 
دارو نامحلول بودن آن در آب، جذب پايين و ناپايدارى زيستى آن مى باشد. لذا در اين مطالعه سعى شده 
AGS است تا جهت رفع اين مشكلات از دندروزوم به عنوان ناقل استفاده شود و القاء آپوپتوز بر سلولهاى

بررسى گردد.
AGS در اين تحقيق سلول هاى AGS در اين تحقيق سلول هاى AGS در معرض غلظت هاى مختلف نانوكوركومين پليمرى  مواد و روش ها:
(5 تا 20 ميكرومولار) قرار گرفتند و مهار فعاليت متابوليكى آنها توسط آزمون MTT سنجيده شد و در 

ادامه ايجاد آپوپتوز نيز توسط آزمون انكسين تعيين گرديد.
مهار  به  تواند  مى  نانوكوركومين  ميكرومولار   13 غلظت  كه  شد  داده  نشان  آزمايش  اين  در  ها:  يافته 

متابوليكى 50 درصدى سلولها و نيز آپوپتوز 26 درصدى آنها در مقايسه با گروه كنترل بيانجامد.
به مهار  تواند منجر  انكپسوله كه مى  داروى  از  اين مطالعه مشخص گرديد، غلظتى  در  نتيجه گيرى: 
فعاليت متابوليكى و آپوپتوزى گردد بسيار پايين است. از آنجا كه مطالعات برروى دندروزوم حاكى از عدم 
سميت دندروزوم بر روى سلول ها است، و از طرفى مقدار كوركومين فاقد حامل مورد نياز جهت اعمال تاثير 
مشابه آنچه كه در اين آزمايش بدست آمد بسيار بيشتر است، به نظر ميرسد كه فرمولاسيون نانوكوركومين 
پلى مرى (DNC) با غلظت 13 ميكرومولار جهت اهداف بالينى نسبت به شكل فاقد حامل دارو برترى 

قابل ملاحظه اى دارد.

مقدمه
سرطان يك بيماري مزمن و ناهمگون ژنتيكي مي باشد كه پس از 
بيماري هاي قلبي و عروقي، دومين علت شايع مرگ و مير در جهان 
به شمار مي رود. اين ضايعه كشنده، در اثر بروز تدريجي چندين 
جهش در ژن هاي كنترل كننده مسير هاي حياتي سلول از جمله 
رشد و نمو و آپوپتوز به وجود آمده و باعث توليد توده هاي سلولي 
توموري مي شود كه از قوانين تكاملي حاكم بر ماهيت پرسلولي 
يك موجود زنده پيروي نكرده و با به دست آوردن ويژگي هائي 
از جمله عدم توجه به فاكتورهاي رشد داخلي و خارجي، توانائي 
تكثير خود به  خودي ، فرار از آپوپتوز و متاستاز بيماري سرطان را 
ايجاد مي كنند [1 ،2]. با توجه به طبيعت پيچيده بيماري سرطان 

راهكارهاي مختلفي براي درمان آن در نظر گرفته مي شود براى 
ايمني  درماني،   درماني،ژن  شيمي  راديودرماني،  جراحي،  مثال 

درماني، [2, 3] ونيز استفاده از فناوري نانو و غيره ميباشد.
 كوركومين تركيب پلى فنلى است [4] كه در گياه زردچوبه وجود 
نام علمى Diferuloylmethane و  با  دارد [5]. كوركومين 
فرمول شيميايى C21H20O6 مى باشد كه خاصيت ضدسرطانى، 
ضد تكثير سلولى، ضد التهاب، ضد جهش زايى، ضد رگزايى و آنتى 
[12-6]اكسيدانى دارد [12-6]اكسيدانى دارد [12-6]. كوركومين مى تواند در سرطان هايى نظير 
كولون [13]، سينه، كبد [14] و لوكمى [15] و ... آپوپتوز را القا 
كند. القا آپوپتوز بواسطه ى كوركومين هم از طريق مسير وابسته 
به گيرنده و هم مسير ميتوكندريايى است كه در رده هاى سلولى 
[16]مختلف مى تواند متفاوت باشد [16]مختلف مى تواند متفاوت باشد [16]. كوركومين در حال حاضر در 

شماره 1 - مسلسل  1391 - شماره 1 - مسلسل  1391 - شماره 1 - مسلسل 3- صفحات 207-200 زمستان
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انواع مختلفى از سرطان ها  بالينى براى درمان  فاز II تحقيقات 
است [17, 18].

بررسي هايي كه در سه دهه اخير در زمينه قدرت جذب، توزيع، 
متابوليسم و دفع كوركومين صورت گرفته است، حاكي از جذب 
ضعيف و متابوليسم سريع اين تركيب دارويي و در نتيجه محدوديت 
مي  كوركومين  ضعيف  ماندگاري  زيست  دليل  به  آن  از  استفاده 
از  پس  كه  اند  داده  نشان    in vivo مختلف  مطالعات  باشد. 
مقادير  كوركومين  صفاقى  درون  تزريق  يا  و  خوراكى  استعمال 
از  بقيه  و  گيرد  قرار مى  ها  بافت  در دسترس  آن  از  بسيار كمى 
بدن موجود زنده دفع مى گردد [19, 20]. به منظور رفع مشكل 
فوق تاكنون راهكارهاى مختلفى از جمله استفاده از ادجوانت ها، 
ميسل ها، ليپوزوم ها و همچنين به كارگيرى ذرات نانو، انديشيده 
داروهاي  رسانش  زمينه  در  ذرات  نانو  كاربرد   .[21] است  شده 
مختلف، به سبب افزايش زيست ماندگاري دارو و امكان هدفمند 
نمودن آن، اخيرا توجه محققان را بخود جلب نموده است. در مورد 
تركيبات به شدت هيدروفوب، مانند كوركومين، كاربرد نانوذرات، 
به جهت افزايش انحلال آبي دارو از اهميت ويژه اي برخوردار مي 

باشد[22].
سرطان معده يكى از شايعترين سرطانهاى انسا نى و دومين سرطان 
سازمان  گزارشهاى  آخرين  براساس  باشد.  مى  جهان  در  كشنده 
بهداشت جهانى (WHO) سرطان معده چهارمين سرطان بدخيم 
نواحى  در  سرطان  اين  شيوع  البته  شود  مى  محسوب  جهان  در 
مختلف جهان يكسان نيست[17]. هرساله حدود 50000 نفر جان 
خود را بر اثر سرطان معده از دست مى هند[18]. سرطان معده در 
مردان نسبت به زنان شايعتر مى باشد و معمولاً در سن 45 تا 70 
. سرطان معده در 
مردان نسبت به زنان شايعتر مى باشد و معمولاً در سن 45 تا 70 
. سرطان معده در  خود را بر اثر سرطان معده از دست مى هند
مردان نسبت به زنان شايعتر مى باشد و معمولاً در سن 45 تا 70 

خود را بر اثر سرطان معده از دست مى هند

سالگى اتفاق مى افتد. در كشور ما ايران نيز شيوع سرطان معده 
قرار  بالا است[23]. معده در معرض عوامل سرطانزايى متعددى 
دارد كه هم از طريق موادى كه بلعيده مى شوند و هم باكتريهاى 
را  معده  سرطان  به  ابتلا  خطر  و  كنند  مى  اثر  معده  در  موجود 
غذايى:  رژيم   -1 از:  عبارتند  عوامل  اين  كه  دهند  مى  افزايش 
مصرف غذاهاى سوخته و سرخ كردنى و چاى داغ، نمك، غذاهاى 
داراى مواد نگهدارنده، و كاهش مصرف ويتامينهاى A و C خطر 
و  الكل  2- مصرف  دهند.  مى  افزايش  را  معده  به سرطان  ابتلا 
دخانيات، احتمال خطر را 3 تا 5 برابر افزايش مى دهند. 3- افرادى 
كه از خويشاوندان درجه اول مبتلايان به سرطان معده هستند 2 
تا 3 برابر احتمال خطر در آنها افزايش مى يابد. 4- افرادى كه به 
ويروس EBV و باكترى هليكوباكترپيلورى آلوده هستند احتمال 
ابتلا به سرطان در آنها افزايش مى يابد. از مهمترين فاكتورهاى 
خطر براى سرطان معده در ايران عفونت هليكوباكترپيلورى و زخم 

معده مى باشد[23, 24].
با توجه به نقش رژيم غذايى و كمبود برخى ويتامين ها در سرطان 
معده مى توان انتظار داشت كه افرادى كه به دلايل شغلى در نقاط 
دور افتاده زندگى مى كنند و به مواد غذايى مناسب و ميوه جات 
كافى دسترسى ندارند، از جمله برخى از پرسنل نيروى انتظامى كه 

در مرزها خدمت مى نمايند بيشتر در معرض ابتلا به اين سرطان 
بيمارى  اين  درمان  و  پيشگيرى  هاى  راه  بررسى  لذا  گيرند  قرار 
بسيار حايز اهميت است. به همين دليل اين مطالعه بر روى سلول 
AGSهاى AGSهاى AGS كه مدل مطالعه سرطان معده است انجام گرفته است 
تا توانايى داروى نانوكوركومين پليمرى را در القاء آپوپتوز بررسى 
گردد. در اين بررسى نشان داده شد كه نانوكوركومين پليمرى با 
غلظت µM13 توانايى القاء آپوپتوز را در سلول هاى AGS دارد 
و لذا داراى اين توانايى بالقوه است كه به عنوان دارو جهت درمان 

سرطان معده و نيز پيش گيرى از آن مورد استفاده قرار گيرد.

مواد و روش ها
كشت سلول: رده ى سلولى سرطان معده(AGS) از مؤسسه ى 
پاستور(ايران، تهران) خريدارى شد. در فلاسك كشت با نسبت 1:1 از 
 (HamsF12 (Gibco, Germany وGermany وGermany RPMI  محيط كشتRPMI  محيط كشتRPMI
 (FBS)(Gibco,Germany) به همراه %10 سرم جنين گاو 
و U/ml100 از پنى سيلين G و mg/ml1/0 استرپتومايسين 
(Gipco, Germany) رشد داده شدند. سلول ها در معرض 
C°37 5 دى اكسيد كربن و %95 هواى مرطوب و در دماى%

در فلاسك هاى25ميلى ليترى يا پليت هاى 96 چاهكى كشت 
داده شدند.

تعداد سلول  تعين  ابتدا جهت  و رشد سلولى:  بقاء  قابليت  بررسى 
مناسب منحنى استاندارد ترسيم شد، بدين طريق كه در چاهكهاى 
مختلف تعداد متفاوتى سلول با حد فاصل هاى يكسان اضافه شد 
و پس از رسيدن به شكل طبيعى و هم زمان شدن (از طريق كشت 
در محيط كشت حاوى %4 سرم) با گذشت زمان 24 و 48 ساعت 
به هر چاهك µl20 از محلول w/v) 3- (4) 0/5%و5-دى متيل 
در   (MTT)برومايد تترازوليوم  فنيل  دى  2و5  تيازول-2-ئيل) 
PBS اضافه شد اضافه شد. رنگ نامحلول در آب فرمازان توسط 
DMSO (چاهك/µl200) حل شد و سپس شدت رنگ ايجاد 
ELISA reader)(BioTek,) شده توسط دستگاه الايزاريدر

U.S.A.) سنجيده شد.
مرحله  مطابق  ها  از سلول  تعداد مشخص شده  بعد  مرحله  در    
قبل در هر چاهك كشت شدند اما اين بار به هر چاهك مقادير 
مشخصى از نانوكوركومين پلى مرى نيز اضافه گرديد و به همان 
MTTروش محلول MTTروش محلول MTT اضافه شد و نتيجه توسط دستگاه الايزاريدر 

تعيين گرديد.
(استوك)  غليظ  محلول  پليمرى:  نانوكوركومين  محلول  ى  تهيه 
به غلظت 2700 ميكرومولار كوركومين محلول در دندروزم طبق 
به   PBS توسط  سپس  شد.  تهيه   [25] وهمكاران  بابايى  روش 
به  محلول  اين  ادامه  در  و  شد  رسانده  ميكرومولار   200 غلظت 

عنوان محلول كارى مورد استفاده قرار گرفت. 
ميلى   25 فلاسك  در  ها  سلول  پليمرى:  نانوكوركومين  با  تيمار 
رسيدن  از  پس  و  شدند  داده  رشد  طبيعى  شرايط  مطابق  ليترى 
سلول ها به شكل طبيعى به هر فلاسك كشت مقدار مشخص 

پناهي و همكاران
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هاى  سلول  موازى  طور  به  شد.  اضافه  نانوكوركومين  محلول  از 
به  و  شدند  داده  كشت  تيمار  گروه  با  يكسان  شرايط  با  كنترل 
جاى نانوكوركومين پليمرى همان مقدار از محلول PBS اضافه 

گرديد.
 :Annexin V/FITC آزمون  از  استفاده  با  آپوپتوز  بررسى 
Annexin-V-Fluos كيت  از  استفاده  با  آپوپتوز  سنجش 

العمل  دستور  مطابق   (Roche, Germany) Stainingر 
FlowMax كيت انجام گرفت. داده ها با استفاده از نرم افزار

بررسى شد.

نتايج
تعين تعداد سلول جهت آزمون MTT : با توجه به اهميت تعداد 

سلول به ازاى هر چاهك در نتايج آزمون MTT، ابتدا منحنى 
استاندارد ترسيم شد تا تعدادى از سلولها انتخاب شوند كه در زمان 
آزمون، OD بين 0/5 تا 0/7 داشته باشد شكل (1). بدين طريق 
 48 براى  و  سلول   20000 ساعت   24 زمان  براى  سلولها  تعداد 

ساعت 7000 سلول تعين شد. 
از  مقدارى  تعيين  براى  پليمرى:  نانوكوركومين  كشندگى  غلظت 
دارو كه مى تواند رده ى سلولى سرطان معده را به سمت آپوپتوز 
ببرد از آزمون MTT استفاده شد. به همين منظور رده ى سلولى 
AGS در معرض غلظت هاى متفاوت نانوكوركومين پليمرى قرار 
گرفت و سپس ميزان بقاء آنها توسط نمك MTT تعيين گرديد. 
نمودارهاى ارائه شده توسط شكل (2)  ميزان بقاء سلولى (سلول 
هاى به لحاظ متابوليكى فعال) را براى زمان هاى 24، 48 ساعت 

(AGS) بررسى القاى آپوپتوز ناشى از نانوكوركومين پليمرى در رده سلولى سرطان معده

نمودار منحنى استاندارد. الف 24 ساعت  و ب 48 ساعت،  محور عمودى جذب نورى و محورافقى تعداد سلول را نشان مى دهد.  :1 شكل
تعداد سلول بهينه به منظور انجام آزمون MTT در هر زمان در بين جذب نورى 0/5 تا 0/7 انتخاب گرديد. بر اين اساس براى زمان 24 

ساعت 20000 و 48 ساعت 7000 سلول انتخاب شد.

نمودار MTT غلظت نانوكوركومين پليمرى . نمودارهاى الف و ب  مربوط به زمان هاى 24و 48 ساعت مى باشد. در هر مورد  :2 شكل
سلول ها در چاهك هاى مختلف در معرض غلظت هاى 5 تا 20 ميكرومولار از DNC قرار گرفتند و پس از گذشت زمان مورد نظر بقاء 

آنها توسط محلول MTT سنجيده شد. محور عمودى مربوط به جذب نورى و محور افقى غلظت دارو بر حسب ميكرومولار مى باشد.
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و  بر حسب ميزان جذب نور نشان مى دهند. غلظت IC50 براى 
زمان هاى 24 و 48 ساعت به ترتيب 13و 12 ميكرومولار تعيين 

شد.
 بررسى Annexin V/FITC : بررسى آزمون انكسين نشان 
نمايد  مى  القا  پليمرى  نانوكوركومين  كه  مرگى  نوع  اولا  كه  داد 
القاء  باعث  ميتواند  دارو  غلظت  اين  ثانيا  و  است  آپوپتوز  نوع  از 
20درصد آپوپتوز بيشتر نسبت به فلاسك كنترل گردد شكل (3).

بحث
در سال هاى اخير مطالعات گسترده اى بر روى تأثيرات درمانى 
كوركومين به خصوص در زمينه ى انواع سرطان ها انجام گرفته 
انواع  در  تواند  تركيب مى  اين  داده شده است كه  نشان  و  است 
مختلف سلول هاى سرطانى آپوپتوز را القا نمايد و از سوى ديگر بر 
روى سلول هاى نرمال تأثير سوئى نمى گذارد [28-27]. اگرچه 
كوركومين در عمل مى تواند بعنوان  يك داروى هوشمند رفتار 
كرده بسيارى از مسيرهاى ايجاد سرطان را تعديل نمايد اما كاربرد 
بالينى آن بواسطه ى نامحلول بودن و جذب بافتى كم محدود شده 
است. از همين رو مطالعات مختلفى در جهت محلول نمودن آن 
صورت گرفته است و از انواع ناقلين نظير ميسل ها، ليپوزوم ها و 

... جهت انتقال مؤثرتر آن استفاده شده است [29-31].
در اين مطالعه دندروزوم كه يك تركيب كروى فرادندانه دار است 
و همچنين پايدارى بالايى داشته ، عدم سميت و زيست تخريب 
استفاده  كوركومين  انتقال  ناقل  بعنوان   .[32-34] ميباشد  پذير 
ميكرومولار   13 غلظت  كه  شد  مشخص  مطالعه  اين  در  گرديد. 
توقف 50  به  زمان 24 ساعت  در  ميتواند  دندروزومى  كوركومين 
درصدى متابوليسم سلولها بيانجامد. اين در حالى است در مطالعات 
در  تنهايى  به  آزاد  بود كه خود كوركومين  داده شده  نشان  قبلى 
غلظت هايى بسيار بالاتر مى تواند نتايج مشابهى را ايجاد نمايد 
به  وابسته  كوركومين  تأثير  اين  كه  داد  نشان  مطالعه  اين   .[35]
پليمرى  نانوكوركومين  غلظت  هرچه  لذا  و  است  زمان  و  غلظت 
افزايش يابد يا زمان در معرض قرارگيرى بيشتر باشد ميزان توقف 
نيز  انكسين  آزمون  بعلاوه  بيشتر مى شود.  نيز  متابوليك  فعاليت 
نشان داد كه نوع مرگ ايجاد شده از نوع آپوپتوز است. لذا نشان 
ايجاد شده بگونه اى است كه به بافت هاى  مى دهد كه مرگ 

سالم در بدن آسيب نمى  رساند.

نتيجه گيرى 
با توجه به اينكه سرطان معده در بدن از آسيب هاى پيش سرطانى 

پناهي و همكاران

DNC از IC50 جهت آزمون انكسين سلولها در معرض غلظت .AGS تاثير آپوپتوزى نانوكوركومين پليمرى بر سلول هاى :3 شكل
قرار گرفتند و ميزان و نوع مرگ سلولى القا شده توسط سنجيده شد. نمودارهاى الف، ب و ج سلول كنترل و د، ه و و سلول تيمار. الف و د 
توزيع سلولها را در منطقه آپوپتوزى اوليه (Q4) و ثانويه (Q2)، نكروزى (Q1)  و سالم (Q3) را نشان مى دهد. نمودار ب و ه پيك مربوط 

به رنگ انكسين (نشانگر آپوپتوز) و ج و و پيك مربوط به PI (نشانگر نكروز) را نشان مى دهد. 
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آنجا كه كوركومين يك تركيب ضد  از  آيد و  التهابى بوجود مى 
مصرف  كه  داشت  انتظار  چنين  توان  مى  ميباشد  نيز  التهاب 
نقش  سرطان  وقوع  از  گيرى  پيش  در  تواند  مى  نانوكوركومين 
داشته باشد. بعلاوه زردچوبه از مدتها به عنوان يك ادويه در مواد 
غذايى استفاده مى  شد و نشان داده اند كه مصرف مقادير بالاى 
ايجاد نمى نمايد. بررسى دندروزوم به  نيز در فرد مسموميت  آن 
بنابراين  تنهايى نيز به عدم سميت سلولى آن دلالت دارد [25]. 
اين  نيز  دندروزوم-كوركومين  انتظار داشت كه محلول  توان  مى 
پتانسيل را دارد كه به عنوان يك دارو با حداقل اثرات جانبى جهت 

درمان سرطان معده به كار رود.

(AGS) بررسى القاى آپوپتوز ناشى از نانوكوركومين پليمرى در رده سلولى سرطان معده
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