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Background: Oral squamous cell carcinoma (SCC-15) is one of the most common malignancies of the oral cavity. The present 

study aimed to investigate the cytotoxic and apoptosis-inducing effects of Nigella sativa hydroalcoholic extract on SCC-15 cells 

and normal human gingival fibroblasts and to evaluate the relationship of these effects with TP53 gene expression. 

Methods and Materials: SCC-15 cells and normal human gingival fibroblasts (HuGu) were treated with different 

concentrations of Nigella sativa hydroalcoholic extract. Cell viability was assessed by MTT assay at 24, 48 and 72 hours. Apoptosis 

was assessed using Annexin V-FITC.PI staining and flow cytometry. Relative TP53 gene expression was measured using SYBR 

Green-based Real-Time PCR and ABI StepOnePlus instrument. The GAPDH gene was used as a reference gene and data analysis 

was performed using the 2^-ΔΔCt method. All experiments were performed in triplicate. Statistical analysis was performed using 

independent t-test and two-way analysis of variance, and a significance level of less than 0.05 was considered. 

Results: Nigella sativa hydroalcoholic extract significantly reduced the viability of SCC-15 cells in a dose- and time-dependent 

manner, while it showed more limited effects on HuGu cells. Flow cytometry results showed an increase in the population of 

apoptotic cells after treatment. Also, a significant increase in the expression of TP53 mRNA was observed in treated SCC-15 cells. 

The increase was accompanied by an increase in the rate of apoptosis. 

Conclusion: Under In vitro conditions, Nigella sativa hydroalcoholic extract had cytotoxic and apoptosis-inducing effects on 

SCC-15 cells, while showing fewer effects on normal cells. These effects were associated with increased TP53 gene expression. 

However, further mechanistic studies and animal models are needed to determine the biological significance and potential 

application of these findings. 
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 دهیچک

با هدف بررسی اثرات   ، دهان است. مطالعه حاضرهای حفره ترین بدخیمی ( یکی از شایع SCC-15کارسینوم سلول سنگفرشی دهان ) مقدمه:

های طبیعی لثه انسان و  و فیبروبلاست   SCC-15های  بر سلول  (Nigella  sativa)دانه  سیتوتوکسیک و القاکننده آپوپتوز عصاره هیدروالکلی سیاه 

 انجام شد.  TP53همچنین ارزیابی ارتباط این اثرات با بیان ژن 

دانه تیمار  های مختلف عصاره هیدروالکلی سیاه با غلظت( HuGuهای طبیعی لثه انسان )و فیبروبلاست  SCC-15های سلول  ها:مواد و روش

  Annexin V-FITC.PIآمیزی  ساعت ارزیابی شد. آپوپتوز با استفاده از رنگ  72و    48،  24های  اندر زم  MTTمانی سلولی با آزمون  شدند. زنده 

  ABI StepOnePlusو دستگاه    SYBR Greenمبتنی بر    Real-Time PCRبا استفاده از    TP53و فلوسایتومتری بررسی گردید. بیان نسبی ژن  

ها  انجام شد. تمامی آزمایش  ΔΔCt-̂ 2ها با روش به عنوان ژن مرجع مورد استفاده قرار گرفت و تحلیل داده  GAPDHگیری شد. ژن اندازه 

در   05/0داری مستقل و آنالیز واریانس دوطرفه انجام شد و سطح معنی tدر سه تکرار مستقل انجام شدند. تحلیل آماری با استفاده از آزمون 

 نظر گرفته شد. 

به صورت وابسته به دوز و زمان شد، در حالی که  SCC-15های مانی سلول دار زنده دانه موجب کاهش معنی یدروالکلی سیاه عصاره ه ها:یافته

های آپوپتوتیک را پس از تیمار نشان داد. همچنین  نشان داد. نتایج فلوسایتومتری افزایش جمعیت سلول  HuGuهای  اثرات محدودتری بر سلول 

 تیمارشده مشاهده شد که با افزایش میزان آپوپتوز همراه بود. SCC-15های در سلول  TP53ژن   mRNAبیان دار افزایش معنی 

بود و   SCC-15های  دانه دارای اثرات سیتوتوکسیک و القاکننده آپوپتوز بر سلولدر شرایط آزمایشگاهی، عصاره هیدروالکلی سیاه   گیری:نتیجه

همراه بودند. با این حال، برای تعیین اهمیت  TP53های طبیعی نشان داد. این اثرات با افزایش بیان ژن در عین حال اثرات کمتری بر سلول

 های حیوانی ضروری است.ها، انجام مطالعات مکانیسمی بیشتر و بررسی در مدل بالقوه این یافته  زیستی و کاربرد

 TP53ژن  ،آپوپتوز، SCC-15دانه، کارسینوم سلول سنگفرشی دهان،  سیاه  کلمات کلیدی:
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 مقدمه

 Oral Squamous Cell) کارسینوم سلول سنگفرشي دهان

Carcinoma, OSCC)   ترین بدخیمي حفره دهان بوده  شایع

های دهاني را تشكیل  درصد از کل سرطان 90و حدود 

ترین معضلات سلامت این بیماری یكي از مهم (1).دهدمي

شود و سالانه صدها  عمومي در سراسر جهان محسوب مي

رغم علي  (2) .گرددهزار مورد جدید در جهان گزارش مي 

های تشخیصي و درماني،  های حاصل شده در روشپیشرفت

همچنان در   SCC-15 ساله بیماران مبتلا بهمیزان بقای پنج

آگهي د باقي مانده است و پیش درص 60تا  ۵0حدود 

نامطلوب آن عمدتاً ناشي از تشخیص دیرهنگام، تهاجم  

  (3، 4).موضعي، متاستاز و عود بیماری است

شده از  یک رده سلولي انساني مشتق  SCC-15رده سلولي 

طور گسترده به  کارسینوم سلول سنگفرشي زبان بوده و به 

  ناعنوان مدل آزمایشگاهي سرطان سلول سنگفرشي ده 

گیرد. این رده سلولي به دلیل حفظ  رد استفاده قرار ميمو

های مولكولي و زیستي تومور اولیه، از  بسیاری از ویژگي

به عوامل ضدسرطان و تغییرات   جمله ظرفیت تكثیر، پاسخ

کننده آپوپتوز، مدل مناسبي برای ارزیابي  مسیرهای تنظیم 

فعالیت ضدتوموری ترکیبات طبیعي و دارویي در شرایط  

شود. عوامل متعددی در بروز و آزمایشگاهي محسوب مي 

توان ها ميترین آننقش دارند که از مهم SCC-15 پیشرفت

نت با ویروس پاپیلومای  به مصرف دخانیات، الكل، عفو

، عوامل محیطي، التهاب مزمن و استعدادهای  (HPV) انساني

 این عوامل از طریق ایجاد آسیب  (۵، 6).ژنتیكي اشاره کرد

DNA کننده چرخه سلولي و  ، اختلال در مسیرهای تنظیم

های مرتبط با بقا و مرگ سلولي، در فرایند  تغییر در بیان ژن 

 (7).دکننزایي دخالت مي سرطان

های سرطاني، توانایي فرار  های اساسي سلولیكي از ویژگي 

شده سلولي است. آپوپتوز  ریزیاز آپوپتوز یا مرگ برنامه 

های نقش مهمي در حفظ هموستاز بافتي و حذف سلول 

اختلال در   (8).کنددیده یا دارای جهش ایفا ميآسیب 

های غیرطبیعي،  مسیرهای آپوپتوز موجب بقای سلول 

از این   (9).شودافزایش تكثیر سلولي و پیشرفت تومور مي 

های رو، القای آپوپتوز به عنوان یكي از اهداف اصلي درمان

شود و بسیاری از داروهای ضدسرطان شناخته مي

  سازی این مسیر اثر خود را اعمالضدسرطان از طریق فعال 

 (10).کنندمي

 TP53 در میان عوامل مولكولي دخیل در سرطان دهان، ژن

شود.  های سرکوبگر تومور محسوب ميترین ژناز مهم

شود، در  که به عنوان »نگهبان ژنوم« شناخته مي p53 پروتئین

های ، استرس اکسیداتیو و سایر تنشDNA پاسخ به آسیب 

 ، ترمیمسلولي فعال شده و از طریق توقف چرخه سلولي

DNA های ، پیری سلولي و القای آپوپتوز از تكثیر سلول

 جهش یا غیرفعال شدن  (12،11).کنددیده جلوگیری ميآسیب 

TP53 ترین تغییرات ژنتیكي دریكي از شایع SCC-15   بوده

اختلال  (13). و در بیش از نیمي از موارد گزارش شده است

مقاومت به درمان  با افزایش تهاجم تومور،  p53 در عملكرد

 (14).تر همراه استآگهي ضعیفو پیش

های های اخیر، استفاده از ترکیبات طبیعي و فرآوردهدر سال 

گیاهي به عنوان منابع بالقوه داروهای ضدسرطان مورد توجه  

از   (Nigella sativa) دانهگسترده قرار گرفته است. گیاه سیاه

شده گیاهان دارویي شناختهیكي از   Ranunculaceae خانواده

در طب سنتي خاورمیانه، آسیا و آفریقا است که به دلیل  

اکسیداني، ضدمیكروبي و خواص ضدالتهابي، آنتي

ترکیبات  (16،1۵).ضدتوموری مورد مطالعه قرار گرفته است

   ،(Thymoquinone) فعال متعددی از جمله تیموکینونزیست 
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آلكالوئیدها و فلاونوئیدها در این تیموهیدروکینون، تیمول، 

اند که در ایجاد اثرات فارماکولوژیک آن  گیاه شناسایي شده

 (17).نقش دارند

دانه، در مطالعات ترین ترکیب فعال سیاهتیموکینون، مهم

متعدد آزمایشگاهي و حیواني اثرات ضدسرطاني قابل 

توجهي نشان داده است. گزارش شده است که این ترکیب  

ند از طریق مهار تكثیر سلولي، توقف چرخه سلولي  توامي

مطالعات  (18–20).و القای آپوپتوز بر رشد تومور اثر بگذارد

تواند با هدف قرار دادن مسیر  اند که تیموکینون مي نشان داده

PI3K/AKT   موجب مهار ترجمه ،cyclin D1  توقف چرخه ،

های سرطاني و القای آپوپتوز در سلول   G1سلولي در مرحله  

  قادر تیموکینون که دهدمي نشان شواهد همچنین (21).شود

،   NF-κB جمله  از متعددی مولكولي مسیرهای است

 PI3K/AKT ،MAPK   وp53  برخي (22،21) .را تنظیم کند 

سازی کاسپازها را در  و فعال  p53 فزایش بیانا مطالعات

اند تیمار شده با تیموکینون گزارش کرده های سرطاني  سلول 

دهنده نقش احتمالي این ترکیب در القای آپوپتوز  که نشان 

 (23-2۵).است   p53وابسته به

 با وجود شواهد روبه رشد درباره اثرات ضدسرطاني

Nigella sativa ها از و تیموکینون در انواع مختلف سرطان

ریه، مطالعات جمله سرطان پستان، کولون، پروستات و 

انجام شده بر روی کارسینوم سلول سنگفرشي دهان همچنان 

محدود است و نتایج موجود نیز به دلیل تفاوت در نوع  

های عصاره، غلظت مورد استفاده، مدت زمان تیمار و مدل 

  این،  بر افزون (62–82).سلولي مورد بررسي، یكسان نیستند

  دانهسیاه  لكليهیدروا عصاره تأثیر درباره  اندکي اطلاعات

و میزان   SCC-15 هایدر سلول p53 ژن بیان بر

های طبیعي دهاني وجود  پذیری آن در برابر سلولانتخاب

بنابراین، با توجه به اهمیت یافتن عوامل درماني جدید    .دارد

 با سمیت کمتر و کارایي بیشتر علیه سرطان دهان، مطالعه 

سیتوتوکسیک و القاکننده حاضر با هدف بررسي اثرات 

های سلول بر   Nigella sativa  آپوپتوز عصاره هیدروالكلي

و   SCC-15 کارسینوم سلول سنگفرشي دهان

های طبیعي لثه انسان و همچنین ارزیابي ارتباط  فیبروبلاست

در شرایط آزمایشگاهي  TP53 این اثرات با تغییرات بیان ژن

تواند در درک  يطراحي و اجرا شد. نتایج این پژوهش م

دانه و ارزیابي ظرفیت های ضدسرطاني سیاهبهتر مكانیسم

بالقوه آن به عنوان یک عامل کمكي در درمان سرطان دهان 

 .مؤثر باشد

 

 ها مواد و روش

 تهیه گیاه و استخراج عصاره هیدروالكلي

از مرکز ملي ذخایر ژنتیكي   ( Nigella  sativa)بذرهای سیاهدانه  

تهیه شدند. هویت گونه گیاهي بر  (IBRC)و زیستي ایران 

شده توسط  ارائهاساس اطلاعات ثبت شده و مشخصات 

گرم از بذرهای خشک پس    ۵0این مرکز تایید گردید. مقدار  

درصد سوسپانسیون شده و   80از آسیاب شدن، در اتانول 

گاهي در دمای  ساعت بر روی شیكر آزمایش 72به مدت 

پس از پایان فرایند استخراج،   (30-82)اتاق قرار گرفت. 

عبور داده   1مخلوط حاصل از کاغذ صافي واتمن شماره 

 RV 10شد. حلال با استفاده از دستگاه روتاری اواپراتور 

rotary evaporator (IKA, Staufen, Germany)   تحت فشار

یافته حذف گردید. سپس عصاره با استفاده از آون  کاهش

U6320  (  خشک و تا زمان استفاده در )فاطر الكتریک، ایران

بازده استخراج  گراد نگهداری شد.  درجه سانتي  -20دمای 

عصاره خشک هیدروالكلي سیاهدانه بر اساس وزن اولیه  

های سلولي، عصاره  برای آزمایشمحاسبه شد.  ٪12نمونه، 

 100و  ۵0، 2۵، 10، ۵های حل شد و غلظت  DMSOدر 

در    DMSOلیتر تهیه گردید. غلظت نهایي  میكروگرم بر میلي

 درصد حفظ شد.  1/0ها کمتر از تمامي گروه
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 کشت سلولي 

  SCC-15 دهان های کارسینوم سلول سنگفرشيسلول 

(IBRC 10870)  و فیبروبلاست طبیعي لثه انسانHuGu  

(IBRC 10459)   از مرکز ملي ذخایر ژنتیكي و زیستي ایران

درصد   10حاوی  DMEMها در محیط تهیه شدند. سلول

-سیلیندرصد محلول پني  1( و FBSسرم جنین گاوی )

درجه   37سترپتومایسین کشت داده شدند و در دمای ا

نگهداری   CO₂ درصد ۵گراد، رطوبت اشباع و سانتي

های تیمارشده با گروه کنترل منفي شامل سلول (12).شدند

،  ۵غلظت های  و بدون عصاره بود. DMSOهمان غلظت 

 از گیاه تهیه گردیدند. µg.ml 100و  ۵0، 2۵، 10

 MTTآزمون 

استفاده شد.   MTTماني سلولي از آزمون  برای ارزیابي زنده

های زنده در احیای  بر اساس توانایي سلول  MTTآزمون 

های فورمازان توسط  به کریستال  MTTنمک تترازولیوم 

میزان فورمازان   . شودهای میتوکندریایي انجام ميآنزیم

های زنده و فعال از نظر  تولیدشده متناسب با تعداد سلول 

با تراکم    HuGuو    SCC-1۵های  است. سلول   متابولیكي بوده
خانه کشت داده   96سلول در هر چاهک در پلیت  ۵×310

های مختلف عصاره سیاهدانه شدند. پس از تیمار با غلظت

به هر چاهک  MTTساعت، محلول  72و  48، 24به مدت 

ساعت انكوبه شدند.   4ها به مدت افزوده شد و نمونه

حل شدند و   DMSOشده با های فورمازان تشكیل کریستال

نانومتر توسط دستگاه  ۵70جذب نوری در طول موج 

ELx800TS microplate reader (BioTek, USA)گیری اندازه

ماني سلولي  شاخصي از درصد زنده شد. میزان محاسبه شده  

شود. بنابراین، کاهش جذب نوری پس از تیمار  محسوب مي 

ماني دهنده کاهش فعالیت متابولیكي و کاهش زنده نشان

در تمامي تیمارها کمتر   DMSOغلظت نهایي    ها است.سلول 

نیز در     (Vehicle Control)بود و گروه کنترل حلال    %1/0از  

ماني سلولي  درصد زنده   ها در نظر گرفته شد.تمامي آزمایش 

با استفاده    IC50مقادیر    .نسبت به گروه کنترل محاسبه گردید

 nonlinear)پاسخ غیرخطي-ش منحني دوزپردازاز 

regression)  ا مدل بlog(inhibitor) versus normalized 

response    افزار با استفاده از نرم  و   %9۵به همراه بازه اطمینان

GraphPad Prism  (33،32).محاسبه شد 10نسخه 

 بررسي آپوپتوز با فلوسایتومتری

  Annexin V Apoptosisبرای ارزیابي آپوپتوز از کیت 

Detection Kit )FITC(  ها استفاده شد. پس از تیمار، سلول

شستشو داده شدند. سپس    PBSآوری و با  ( جمع۵10)تعداد  

  Propidium Iodideو  Annexin V-FITCهای با رنگ 

رویداد برای هر نمونه   10000آمیزی شدند. حداقل رنگ

-BriCyte E6 (Mindray Bioتوسط دستگاه فلوسایتومتر 

Medical Electronics Co., Ltd., Shenzhen, China)    ثبت

های زنده، آپوپتوتیک اولیه،  درصد سلول  (34)و تحلیل شد.

 آپوپتوتیک دیررس و نكروتیک تعیین گردید.

 cDNAو سنتز   RNAاستخراج 

RNA  با استفاده ازRNA Extraction Kit (Sinaclon Co., 

Tehran, Iran) راج شد. غلظت و خلوص استخRNA   با

 NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermoدستگاه 

Scientific, USA) سپس سنتز    (3۵)گیری گردید.اندازهcDNA  

 ,Cdna Synthesis Kit (Sinaclon Co., Tehranبا استفاده از 

Iran) .مطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد 

 Real-Time PCRبا  TP53بررسي بیان ژن  

مبتني  Real-Time PCRبا استفاده از روش  TP53بیان ژن 

به عنوان ژن   GAPDHارزیابي شد. ژن  SYBR Greenبر 

نتخاب گردید. توالي  ا  (Housekeeping Gene)مرجع

 (. 1)جدول  استپرایمرهای مورد استفاده ارائه شده 
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  10میكرولیتر شامل  20در حجم نهایي  PCRواکنش 

 RealQ Plus 2× Master Mix Green (Yektaمیكرولیتر 

Tajhiz Azma, Iran) یک میكرولیتر از هر پرایمر، دو ،

ها و آب بدون نوکلئاز انجام شد. واکنش cDNAمیكرولیتر 

 CFX96 Real-Time PCR Detection Systemدر دستگاه 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) نجام  ا

 گرفت.

درجه   9۵برنامه حرارتي شامل دناتوره شدن اولیه در 

  9۵چرخه شامل  40دقیقه و سپس  10گراد به مدت سانتي

گراد درجه سانتي  60ثانیه و  1۵گراد به مدت درجه سانتي 

استفاده از روش  میزان بیان نسبي ژن با  .  ثانیه بود  30به مدت  

2^-CtΔΔ (37،36).محاسبه گردید 

زیستي انجام شدند و   مستقل  تكرارسه    در  هاتمامي آزمایش

هر نمونه در هر آزمایش به صورت تریپلیكیت فني اندازه  

 ±اف معیار انحرها به صورت داده  (.=3n)گیری شدند

های آمده از آزمون دست های به میانگین گزارش شدند. داده

MTT ،Real-Time PCR   و فلوسایتومتری به صورت

 گزارش شدند. برای   (Mean ± SD) میانگین  ±انحراف معیار  

استفاده    Shapiro–Wilkها از آزمون  بررسي توزیع نرمال داده

های زمونها با آها با توجه به نوع داده شد. مقایسه بین گروه

افزار  آماری مناسب انجام شد. تحلیل آماری با استفاده از نرم

IBM SPSS Statistics  انجام شد. برای مقایسه   29نسخه

داری  ستفاده شد. سطح معني ا مستقل tها از آزمون گروه

 در نظر گرفته شد.   0۵/0

 

 هایافته

 ماني سلولي تأثیر عصاره هیدروالكلي سیاهدانه بر زنده 

نشان داد که عصاره هیدروالكلي  MTTنتایج آزمون 

های ماني سلول دار زنده سیاهدانه موجب کاهش معني

SCC-1۵ گونه  به صورت وابسته به دوز و زمان شد. همان

نشان داده شده است، با افزایش غلظت   2که در جدول 

در تمامي   SCC-1۵های عصاره، درصد بقای سلول 

 ( 1 )شكل های مورد بررسي کاهش یافت.زمان

در   SCC-1۵های ماني سلول ساعت تیمار، زنده 72از  پس

درصد کاهش  4/11 لیتر بهمیكروگرم بر میلي 100غلظت 

در همان غلظت    HuGuهای  ماني سلولیافت. در مقابل، زنده

درصد باقي ماند که بیانگر حساسیت بیشتر   62بیش از 

 ( 2)شكل  های طبیعي بود.های سرطاني نسبت به سلولسلول 

ساعت، اثر سیتوتوکسیک عصاره هیدروالكلي  72در زمان 

سیاهدانه به حداکثر میزان خود رسید. در این زمان،  

میكروگرم بر  100ر غلظت د  -1۵SCC هایماني سلول زنده

درصد کاهش یافت، در حالي که بیش    11لیتر به حدود  میلي

 همچنان زنده باقي ماندند. HUGUهای درصد سلول  60از 

های مورد بررسي توالي پرایمرهای ژن . 1جدول   

 تغییرات در 

 ′3انتهای 

 تغییرات در 

 ′5انتهای 
OD ( ۵′تا  3′توالي ) طول  ردیف  نام پرایمر  

CGCTTCGAGATGTTC 22 2 خیر  خیر 

CGAGA 
P53-F 3 

CTTCAGGTGGCTGG 24 2 خیر  خیر 

AGTGAG 
P53-R 4 

GTCTCCYCTGACTTG 20 2 خیر  خیر 

AACAGCG 

HUMAN-

GAPDH-F 
9 

ACCACCCTGTTGCTG 20 2 خیر  خیر 

TAGCCAA 

HUMAN-

GAPDH-R 
10 
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 SCC-15 و HUGU هایماني سلولي در ردهمقایسه میانگین درصد زنده .2جدول درصد کاهش یافت، در حالي که بیش    11لیتر به حدود  میلي

 

P/value 

 

 زنده ماني 

HUGU 

 (میانگین  ±انحراف معیار )

 زنده ماني 

SCC-15 
 (میانگین  ±انحراف معیار )

  غلظت

 

 کنترل  0000/100±66/0 0000/100±66/0 1

 

 

 

24 h 

*000۵0/0 4288/77±22/0 3904/72±66/0 ۵ 

07209/0 3۵20/67±۵8/0 1997/66±33/0 10 

*00166/0 6014/63±23/0 1387/61±40/0 2۵ 

*00343/0 9069/61±21/0 0827/۵9±61/0 ۵0 

990000/0 * 7723/۵7±12/0 802۵/48±81/0 100 

 کنترل  0000/100±47/0 0000/100±73/0 1

 

 

 

48 h 

*0001/0< 29۵9/94±89/0 ۵۵04/67±14/0 ۵ 

*0001/0< 0873/91±۵9/0 8440/64±37/0 10 

*0001/0< 9447/70±37/0 9442/61±61/0 2۵ 

*0001/0< 498۵/67±۵8/0 118۵/۵1±07/0 ۵0 

*0001/0< 0422/63±91/0 3248/44±61/0 100 

 کنترل  0000/100±82/0 0000/100±09/0 1
 

h 72 

 

 

 

 

* 00016/0 2173/88±۵2/1 461۵/83±22/0 ۵ 

10۵۵/0 29۵۵/82 ±82/0 8741/80±۵0/0 10 

*0128/0 68۵3/74±69/0 7338/71±69/0 2۵ 

*0001/0< 3993/67±46/0 2280/37±77/0 ۵0 

*0001/0< 7۵9۵/62±6۵/0 3986/11±6۵/0 100 

 در نظر گرفته شد 0/ 05معناداری آماری برابر با * سطح 

 

 
                 ساعت 72و  48، 24در غلظت های مختلف و زمان های  SCC-15  زنده ماني سلول های اثر عصاره هیدروالكلي سیاهدانه بر درصد. 1 شكل       
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لیتر میكروگرم بر میلي  9/110از    IC50همچنین کاهش مقدار  

ساعت    72لیتر در  میكروگرم بر میلي  42/36  ساعت به   24در  

دهنده وابستگي اثر عصاره به زمان است. افزایش  نشان

ساعت نیز بیانگر    72در   =SI) 23/7 )پذیری  شاخص انتخاب

طور انتخابي  آن است که با افزایش مدت تیمار، عصاره به 

های های سرطاني نسبت به سلول اثر مهاری بیشتری بر سلول 

 است.  طبیعي اعمال کرده

  48،  24های  در زمان   SCC-1۵های  برای سلول   IC۵0مقادیر  

میكروگرم  42/36و 49/62، 9/110ساعت به ترتیب  72و 

این مقادیر به   HuGuهای لیتر محاسبه شد. در سلول بر میلي

لیتر به  میكروگرم بر میلي 3/263و  3/180، 1/290ترتیب 

در طول زمان  ( SIپذیری )دست آمد. شاخص انتخاب

 (.3رسید )جدول  23/7ساعت به  72افزایش یافت و در 

 (Melting Curve Analysis)ذوب منحني آنالیز  پایان، در

  شد انجام تكثیر محصولات اختصاصیت تأیید جهت

 (.   3شكل)

 TP53تأثیر عصاره سیاهدانه بر بیان ژن 

-SCCهای  نشان داد که تیمار سلول   Real-Time PCRنتایج  

ساعت   72عصاره سیاهدانه به مدت  IC۵0با غلظت  1۵

شد. میزان بیان نسبي    TP53دار بیان ژن  موجب افزایش معني 

برابر بیشتر   8/24تیمارشده  SCC-1۵های این ژن در سلول

 (. =01/0Pاز گروه کنترل بود )

  TP53کاهش بیان ژن  HuGuهای در مقابل، در سلول 

گزارش   21برابر با  Fold Changeمشاهده شد و میزان 

(. مقایسه نتایج بین دو رده سلولي تفاوت =003/0Pگردید )

پس از تیمار با عصاره   TP53داری در الگوی بیان ژن معني

 . (۵و   4)جداول  سیاهدانه نشان داد

 بررسي آپوپتوز با فلوسایتومتری

تیمار با عصاره سیاه دانه  نتایج فلوسایتومتری نشان داد که 

 Earlyموجب افزایش هر دو جمعیت آپوپتوز اولیه )

Apoptosis )   ( و آپوپتوز دیررسLate Apoptosis  در سلول )

، در حالي که تغییرات در سلول های  شد SCC-1۵های 

HuGu  های تیمار سلول و  (۵محدود تر بود )جدولSCC-

های با عصاره سیاهدانه موجب افزایش جمعیت سلول  1۵

درصد در   ۵4/2آپوپتوتیک شد. درصد آپوپتوز اولیه از 

درصد در گروه تیمار افزایش یافت   ۵4/4گروه کنترل به 

(027/0P= همچنین درصد آپوپتوز دیررس از .)06/4  

 (.=89/0Pدرصد رسید )  20/7درصد به 

ر گروه کنترل به درصد د 1/93های زنده از درصد سلول 

درصد در گروه تیمار کاهش یافت، در حالي که   9/87

های نكروتیک در هر دو گروه کمتر از یک  درصد سلول 

تغییرات محدودی  HuGuهای درصد باقي ماند. در سلول 

و  ۵های آپوپتوتیک مشاهده شد )جدول در جمعیت سلول

 (.4شكل 

 
 ساعت  72و   48، 24غلظت های مختلف و زمان های  در HUGUدرصد زنده ماني سلول های   اثر عصاره هیدروالكلي سیاهدانه بر .2شكل 
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به طور کلي، عصاره هیدروالكلي سیاهدانه موجب کاهش  

 
 TP53 (Melting curve) نمودار بیان ژن  .3شكل 

 

 HUGU و SCC-15 های سلوليدر رده IC50 مقادیر  .3جدول 

Selectivity Index 

(SI) 

SCC-15 IC50 

(μg/mL) 

HUGU IC50 

(μg/mL) 
 (h) زمان 

61۵8/2 9/110 1/290 24 

88۵2/2 49/62 3/180 48 

229۵/7 42/36 3/263 72 
 

 

 Fold Change و  ΔΔCt بر اساس GAPDH نسبت به TP53 مقایسه بیان ژن .4جدول 

 متغیر  SCC-15 تیمار SCC-15 کنترل  HUGU تیمار HUGU کنترل 

84/26 ± 07/0 40/26 ± 27/0 92/30 ± 46/0 21/2۵ ± 1۵/0 Target Ct (Mean ±SD) 
12/24 ± 20/0 83/20 ± 70/0 69/22 ± 13/0 37/21 ± 10/0 GAPDH Ct (Mean ±SD) 
72/2 ± 270/0 ۵72/۵ ± 680/0 23/8 ± 330/0 842/3 ± 204/0 Mean ΔCt ±SD 

8۵/2 ± 162/0 ± −4/39 2۵3/0 Mean ΔΔCt ±SD 

1 140/0 1 9۵/20 Fold Change (2^-ΔΔCt) 

0121/0 0121/0 00011/0 00011/0 P value 
 

 

 HUGUو  SCC-15   های سلولينتایج فلوسایتومتری و ارزیابي آپوپتوز در رده  .۵جدول 

HUGU SCC-15 سل لاین 

 وضعیت سلولي  p-value )%( تیمار )%(  کنترل  p-value )%( تیمار )%(کنترل 

90 ± 48/0 4/79 ± 38/0 0291/0 1/93 ± ۵1/0 9/87 ± 44/0 01/0 ±SD زنده  

19/0 ± 02/0 63/0 ± 04/0 02۵8/0 29/0 ± 03/0 41/0 ± 03/0 4486/0 ±SD  نكروز 

8۵/3 ± 07/0 80/6 ± 1۵/0 0278/0 ۵4/2 ± 06/0 ۵4/4 ± 08/0 0270/0 ±SD  اولیه آپوپتوز 

92/۵ ± 09/0 2/13 ± 32/0 0024/0 06/4 ± 14/0 20/7 ± 18/0 0089/0 ±SD آپوپتوز دیررس  

 مستقل انجام شد   t*  مقایسه آماری بین گروه ها با استفاده از آزمون 
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به طور کلي، عصاره هیدروالكلي سیاهدانه موجب کاهش  

شد.   SCC-1۵های ماني سلول وابسته به دوز و زمان زنده

و افزایش جمعیت   TP53این اثر با افزایش بیان ژن 

های آپوپتوتیک همراه بود، در حالي که اثرات  سلول 

 محدودتر بود.  HuGuهای طبیعي شده در سلول مشاهده

 

 بحث

مطالعه حاضر، اثرات عصاره هیدروالكلي بذر سیاهدانه  در 

(  SCC-1۵های کارسینوم سلول سنگفرشي دهان ) بر سلول 

ماني سلولي، آپوپتوز و بیان  بررسي شد و تأثیر آن بر زنده 

مورد ارزیابي قرار گرفت. نتایج نشان داد که   TP53ژن 

عصاره سیاهدانه موجب کاهش وابسته به دوز و زمان  

شد، در حالي که اثرات  SCC-1۵های ي سلولمانزنده

(  HuGuهای طبیعي لثه انسان )شده در فیبروبلاستمشاهده

های ها بیانگر حساسیت بیشتر سلول محدودتر بود. این یافته

سرطاني نسبت به تیمار با عصاره سیاهدانه در شرایط  

 آزمایشگاهي است.

لكلي های مطالعه حاضر نشان داد که عصاره هیدروایافته

سیاهدانه موجب کاهش وابسته به غلظت و زمان در  

شد، در حالي که اثر آن بر   SCC-15 هایماني سلولزنده

تواند محدودتر بود. این یافته مي  HuGu88 های طبیعيسلول 

های بدخیم به  دهنده حساسیت نسبي بیشتر سلول نشان

فعال سیاهدانه باشد. همچنین، مقادیر بالاتر  ترکیبات زیست 

IC50   های  در سلولHuGu  پذیری و افزایش شاخص انتخاب

های در طول زمان حاکي از تفاوت پاسخ میان سلول 

سرطاني و طبیعي بود. چنین تفاوتي از دیدگاه پژوهشي حائز 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 تیمار  و  کنترل هایگروه   در HUGU  و SCC-15 هایسلول  فلوسایتومتری نتایج .4 شكل

Q1 نكروز:،   :Q2 سلول های آپوپتوز دیررس ،Q3 :   اولیه، سلول های آپوپتوزQ4 :سلول های زنده 
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دهد ترکیبات موجود در  اهمیت است، زیرا نشان مي

های بدخیم اثر بیشتری نسبت  سیاهدانه ممكن است بر سلول 

در همین راستا،   (19،18)های طبیعي داشته باشند.سلول به 

 اند که ترکیبات فعال موجود در مطالعات جدید نشان داده 

Nigella sativa ویژه تیموکینون، قادر به مهار تكثیر و ، به

های سرطاني از طریق القای آپوپتوز  ماني سلول کاهش زنده

ر یک  و تعدیل مسیرهای مرتبط با بقا هستند. همچنین، د

های کارسینوم سلول  مطالعه ، تیموکینون در سلول 

ماني سنگفرشي دهان موجب کاهش وابسته به دوز زنده

ها با  این یافته (12،20) سلولي و افزایش مرگ آپوپتوتیک شد.

نتایج مطالعه حاضر در خصوص اثر مهاری عصاره سیاهدانه 

 همخواني دارد. SCC -1۵ی هابر سلول 

های مطالعه حاضر نشان داد که عصاره هیدروالكلي یافته

سیاهدانه موجب کاهش وابسته به غلظت و زمان در  

شد، در حالي که اثر آن بر     SCC -1۵  های  ماني سلولزنده

به مراتب کمتر بود. این نتایج   HuGuهای طبیعي سلول 

های پذیری نسبي عصاره در برابر سلول دهنده انتخابنشان

اند که  ي است. مطالعات اخیر نیز نشان دادهسرطان

ترین ترکیب فعال سیاهدانه، با مهار تیموکینون، به عنوان مهم

تكثیر سلولي، توقف چرخه سلولي و القای آپوپتوز، موجب  

های سرطان سلول سنگفرشي سر و گردن  کاهش رشد سلول

شود. علاوه بر این، گزارش شده است که تیموکینون با  مي

  p53 ،Baxبرنده آپوپتوز نظیر های پیشبیان پروتئینافزایش 

های ضدآپوپتوز مانند  و کاسپازها و کاهش بیان پروتئین

Bcl-2 کند که با  ، اثرات ضدسرطاني خود را اعمال مي

 (24، 34).های مطالعه حاضر همخواني داردیافته

فعال  اند که ترکیبات زیست مطالعات پیشین نشان داده 

ویژه تیموکینون، دارای اثرات موجود در سیاهدانه، به 

های ضدتكثیری و القاکننده آپوپتوز در انواع مختلف سلول 

تیموکینون با اثرگذاری بر چندین مسیر   .سرطاني هستند

رساني سلولي مرتبط با تكثیر، بقا و مرگ سلولي،  پیام

-38).های سرطاني را مهار کندواند رشد و پیشرفت سلول تمي

دهند که اثرات ضدسرطاني  اخیر نشان مي  مطالعات (04

ای تیموکینون محدود به مهار تكثیر سلولي نبوده و مجموعه 

از مسیرهای مولكولي مرتبط با آپوپتوز، استرس اکسیداتیو  

در یک مرور   (41).دهدو بقای سلولي را تحت تأثیر قرار مي

های سلول سنگفرشي سر و گردن،  مند در زمینه سرطان نظام

  p53  ،Bax برنده آپوپتوز شاملفعالیت مسیرهای پیش  افزایش

و کاسپازها و همچنین کاهش فعالیت مسیرهای 

عنوان یكي از  به  MDM2 و  Bcl-2 ضدآپوپتوزی مانند

 (42،41).های مهم اثر تیموکینون مطرح شده استمكانیسم

های سرطان دهان نشان  علاوه بر این، شواهد جدید در سلول 

تواند از طریق افزایش استرس  نون مياند که تیموکیداده

  آپوپتوزبقا و های مرتبط با اکسیداتیو و تعدیل بیان پروتئین 

 (42،38).، اثر ضدتكثیری و پروآپوپتوتیک ایجاد کندسلولي

توان در چارچوب بنابراین، نتایج مطالعه حاضر را مي 

ای از اثرات مولكولي تیموکینون و سایر ترکیبات مجموعه 

 (23،22)فعال موجود در سیاهدانه تفسیر کرد.زیست 

را   TP53دار بیان ژن افزایش معني Real-Time PCRنتایج 

-Realنتایج تیمارشده نشان داد.  SCC-1۵های در سلول 

Time PCR  دار بیان  دهنده افزایش معني مطالعه حاضر نشان

mRNA  ژنTP53  1۵ های در سلول- SCC   پس از تیمار

یكي از   p53با عصاره سیاهدانه بود. از آنجا که 

، توقف  DNAهای مهم پاسخ سلولي به آسیب کنندهتنظیم

تواند  مي  TP53چرخه سلولي و آپوپتوز است، افزایش بیان 

های ضدتكثیری و پروآپوپتوتیک در  با فعال شدن پاسخ

ز های تیمارشده ارتباط داشته باشد. شواهد حاصل اسلول 

های سلول سنگفرشي سر و گردن  مطالعات جدید در سرطان 
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در پاسخ به تیموکینون نقش   p53اند که مسیر نیز نشان داده 

مهمي در القای اثرات ضدسرطاني دارد. با این حال، باید  

تنهایي به  TP53ژن  mRNAتوجه داشت که افزایش 

نیست.   p53کننده افزایش فعالیت عملكردی پروتئین اثبات

این رو، با توجه به اینكه در مطالعه حاضر وضعیت جهش  از  

TP53 سطح پروتئین ،p53   و فعالیت عملكردی آن بررسي

نشده است، یافته حاضر باید با احتیاط تفسیر شود. انجام  

مطالعات تكمیلي در سطح پروتئین و بررسي اهداف 

تواند به روشن شدن نقش  مي  p53دستي مسیر پایین

 در اثر عصاره سیاهدانه کمک   عملكردی این مسیر

 ( 20-23)کند.

دار جمعیت  نتایج فلوسایتومتری مطالعه حاضر افزایش معني 

های آپوپتوتیک را پس از تیمار با عصاره سیاهدانه سلول 

های نشان داد، در حالي که تغییرات ایجادشده در سلول 

طبیعي محدودتر بود. افزایش آپوپتوز همراه با کاهش  

های حاصل از آزمون سمیت سلولي  ماني سلولي، یافتهزنده

های دهد که کاهش تعداد سلول کند و نشان ميرا تقویت مي

زنده احتمالاً تا حدی ناشي از فعال شدن مسیرهای مرگ 

شده سلولي است. این یافته با شواهد اخیر در  ریزیبرنامه

های سلول سنگفرشي سر و مورد تیموکینون در سرطان

که در مطالعات پیشین  طوریردن همخواني دارد؛ به گ

آپوپتوتیک و فعال شدن کاسپازها افزایش نشانگرهای پیش

پس از مواجهه با تیموکینون گزارش شده است. همچنین،  

های کارسینوم سلول سنگفرشي دهان  ای  در سلول مطالعه 

تواند از طریق تغییر تعادل عوامل  نشان داد که تیموکینون مي 

بط با آپوپتوز و افزایش استرس اکسیداتیو، مرگ سلولي  مرت

 (21،20)را تقویت کند.

نتایج نشان داد که تیمار با عصاره سیاهدانه موجب افزایش  

  -1۵SCCهای دار آپوپتوز اولیه و دیررس در سلول معني

های طبیعي  شد، در حالي که تغییرات ایجاد شده در سلول 

ر انتخابي عصاره بر محدودتر بود. این یافته مؤید اث

های بدخیم است و با مطالعات اخیر که افزایش  سلول 

های سرطان دهان را پس از  آپوپتوز و کاهش بقای سلول 

 (44،42).اند، همخواني داردمواجهه با تیموکینون گزارش کرده

با وجود نتایج امیدوارکننده، مطالعه حاضر دارای  

   شرایط   در  هاآزمایش نخست،  است.   هایيمحدودیت 

in vitro    و بر روی یک رده سلولي سرطان دهان، یعنيSCC-

، انجام شد و بنابراین تعمیم نتایج به سایر انواع سرطان 1۵

باید با احتیاط صورت گیرد. دوم،   in vivoدهان یا شرایط 

و افزایش آپوپتوز مشاهده شد،   TP53اگرچه افزایش بیان 

و سایر اجزای مسیرهای   p53در این مطالعه سطح پروتئین 

دستي آپوپتوز بررسي نشد. همچنین، با توجه به اینكه  پایین

ای از ترکیبات عصاره مورد استفاده حاوی مجموعه 

طور قطعي  شده را بهتوان اثر مشاهدهفعال است، نمي زیست 

اند که  مطالعات اخیر نشان داده به تیموکینون نسبت داد. 

  Nigella sativaعلاوه بر تیموکینون، ترکیبات دیگری از 

نیز ممكن است در اثرات ضدسرطاني   α-hederinمانند 

عصاره نقش داشته باشند. بنابراین، شناسایي و تعیین مقدار  

ترکیبات فعال عصاره و مقایسه اثر عصاره کامل با ترکیبات 

مطالعات آینده اهمیت داشته باشد. در  تواند در خالص مي

های سلولي ، بررسي رده in vivoنهایت، انجام مطالعات 

مختلف و ارزیابي نشانگرهای پروتئیني و مسیرهای  

رساني مرتبط با آپوپتوز برای تأیید مكانیسم اثر و بررسي پیام

بالیني و بالیني  مطالعات پیش  اها بقابلیت ترجمه این یافته 

 (24،23)ضروری است.

های این مطالعه نشان داد که عصاره  در مجموع، یافته

هیدروالكلي سیاهدانه در شرایط آزمایشگاهي دارای اثرات 

  SCC-1۵های  مهارکننده رشد و القاکننده آپوپتوز در سلول 

باشد. همراه مي TP53  ژن  mRNAاست و با افزایش بیان 

تواند مبنایي برای انجام مطالعات تكمیلي این نتایج مي 
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درباره ظرفیت زیستي ترکیبات موجود در سیاهدانه در 

 تحقیقات سرطان دهان باشد. 

 

 گیرینتیجه

های این مطالعه نشان داد که عصاره هیدروالكلي دانه  یافته

Nigella  sativa    دار  معني در شرایط آزمایشگاهي موجب کاهش

های کارسینوم سلول سنگفرشي دهان ماني سلولزنده

(SCC-1۵ ) صورت وابسته به دوز و زمان شد. همچنین،  به

های طبیعي لثه انسان  این عصاره در مقایسه با فیبروبلاست

اثرات سیتوتوکسیک کمتری نشان داد که بیانگر حساسیت  

سي  های سرطاني به تیمار با عصاره مورد برربیشتر سلول 

 است.

نتایج حاصل از آنالیز بیان ژن و فلوسایتومتری نشان داد که  

  و    TP53ژن  mRNAماني سلولي با افزایش بیان  کاهش زنده

های آپوپتوتیک همراه بوده است. این  افزایش جمعیت سلول 

دهد که القای آپوپتوز ممكن است یكي از  ها نشان مي یافته

 شده باشد.هدههای دخیل در اثرات زیستي مشامكانیسم

با توجه به اینكه در این پژوهش از عصاره کامل گیاه استفاده 

فعال  ای از ترکیبات زیست رود مجموعه شد، احتمال مي

شده نقش  های مشاهدهموجود در سیاهدانه در ایجاد پاسخ

داشته باشند. با این حال، تعیین سهم هر یک از ترکیبات 

ولكولي نیازمند  های مفعال و شناسایي دقیق مكانیسم 

پذیری مناسب  با توجه به انتخاب  مطالعات تكمیلي است.

و القای  SCC -1۵  هایدانه در مهار سلول عصاره سیاه 

تواند به عنوان یک گزینه  آپوپتوز، این ترکیب مي 

های بالیني و توسعه درمان امیدوارکننده برای مطالعات پیش

 .کمكي سرطان دهان مورد توجه قرار گیرد

در مجموع، نتایج این پژوهش شواهدی در حمایت از  

دانه در مهار رشد  ظرفیت زیستي عصاره هیدروالكلي سیاه

کند. در شرایط آزمایشگاهي فراهم مي SCC-1۵های سلول 

با این وجود، برای ارزیابي اهمیت زیستي و کاربرد بالقوه  

ها، انجام مطالعات مكانیسمي بیشتر، بررسي در  این یافته 

 های حیواني و در نهایت مطالعات بالیني ضروری است.مدل

 

 تشکر و قدرداني

شده در  امطرح پژوهشي انج نامهاین مقاله برگرفته از پایان 

و   دانشكده دندانپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران

باشد. نویسندگان  مي   مرکز ملي ذخایر ژنتیكي و زیستي ایران

مراتب سپاس و قدرداني خود را از مسئولان، اعضای هیئت  

دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي آزاد  علمي 

های مرکز ملي ذخایر ژنتیكي و  آزمایشگاه و کارکنان تهران 

که در انجام این پژوهش همكاری و حمایت   زیستي ایران

 .دارندلازم را فراهم نمودند، ابراز مي 
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