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ABSTRACT

Background & objectives: Among gynecologic malignancies, endometrial cancer is the
fourth most frequent cause of cancer death all over the world. Paclitaxel is one of the
chemotherapy regimens that is used against this cancer. Treatment of tumor with Paclitaxel
induces apoptosis, but it is also associated with serious side effects. Thus, it is imperative to
search for more effective and safer chemotherapeutic regimens. Silibinin is a milk thistle plant
extract that its antioxidant effects against some cancers have been studied. The aim of this
study was to examine the effect of Paclitaxel and Silibinin combination on endometrial cancer
cell line (Hela).
Methods: Hela cell line was cultured in 25cm2 flask in RPMI-1640 medium supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS). Then the numbers of live cells were calculated with
trypan blue staining method and then the cells were seeded in to 96-well flat-bottomed culture
plates and treated with Silibilin, Paclitaxel and Paclitaxel plus Silibilin together with the
control without treatment. MTT assay was used to evaluate cytotoxicity of different
treatments.
Results: After 48 hours of treatment, Paclitaxel and Silibilin combination inhibited cell
growth significantly compared with the other groups (p<0.05).
Conclusions: It is indicated that combination of Paclitaxel and Silibilin can affect the growth
arrest of Hela cancer cell line more  effective than other treatments and is needed to be
examined in vitro.
Keywords: Endometrial Cancer; Paclitaxel; Silibinin; Cytotoxicity.
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مقدمه
تـرین  ندومتر در حال حاضر از جملـه شـایع  سرطان آ

ها و چهارمین سـرطان شـایع در میـان زنـان     بدخیمی
ي زنـان را تشـکیل   هـا کـل سـرطان  درصـد 6بوده و 

ن سینه، ریه و روده بزرگ هستند دهد؛ تنها سرطامی
2014]. در سـال  1[که درصـد بـروز بـالاتري دارنـد    

ــدومتر و  320000حــدود  ــرطان آن ــه س ــتلا ب زن مب
مرگ ناشی از این بیماري در سراسـر جهـان   76000

موارد در زنـان بـالاتر از   درصد90].2شناسایی شد [
62باشد و سن متوسط در زمان تشخیص میسال50

]. یکـی از اهـداف اصـلی    3شـود [ مین زدهسال تخمی
ي سرطانی به سـمت  هادرمان سرطان، هدایت سلول

چکیده
هاي زنان، سرطان آندومتر چهارمین علت شایع مرگ و میر ناشی از سرطان در سراسر در میان بدخیمی:زمینه و هدف

شـود. باشد که در درمان سرطان آنـدومتر از آن اسـتفاده مـی   باشد. پکلی تاکسل، یک داروي شیمی درمانی میجهان می
شود ولی این دارو نیز با عوارض جانبی جدي درمان تومورهاي سرطانی با استفاده از پکلی تاکسل باعث القاي آپوپتوز می

رسـد. سـیلیبینین   هاي شیمی درمانی امن تر و موثرتر ضـروري بـه نظـر مـی    باشد. بنابراین جستجو براي رژیمهمراه می
ها مورد مطالعه قرار گرفته است. هدف یدانی آن در برابر برخی سرطانباشدکه اثر آنتی اکسعصاره گیاهی خار مریم می

باشد.از این مطالعه بررسی اثر استفاده توأم دو داروي سیلیبینین و پکلی تاکسل بر روي رده سلولی سرطان آندومتر می
جنـین گـاوي   سـرم ٪10به همراه -1640RPMIدر محیط کشت cm225هايداخل فلاسکHelaرده سلولیکار:روش 

)FBSخانـه  96هـاي هاي زنده توسط روش تریپان بلو محاسبه شد و داخل پلیت) کشت داده شد. پس از آن تعداد سلول
ها بوسیله سیلیبینین، پکلی تاکسل و ترکیب توأم سیلیبینین و پکلی تاکسـل تیمـار شـدند و    کشت داده شدند و سپس چاهک

به منظور بررسی سمیت سلولی تیمارهـاي  MTTفی در نظر گرفته شد. روش یک گروه نیز بدون دارو بعنوان کنترل من
ها مورد استفاده قرار گرفت.مختلف، بر روي سلول

داري نسـبت بـه   هـا را بصـورت معنـی   ساعت پس از تیمار، ترکیب توأم سیلیبینین و پکلی تاکسل رشد سـلول 48:یافته ها
در میکرومولار250سیلیبینینو میکرومولار006/0داروي پکلی تاکسل IC50). مقادیر >05/0p(هاي دیگر مهار کردگروه
ساعت پس از تیمار بود.48زمان 

هاي سرطانی را مهار کرد. با این حال، نیاز به بررسی بیشتر ترکیب توأم سیلیبینین و پکلی تاکسل رشد سلول:نتیجه گیري
رسد. ه نظر میهاي مختلف ضروري ببنديدر شرایط آزمایشگاهی در زمان

سرطان آندومتر، پکلی تاکسل، سیلیبینین، سمیت سلولی:کلیديه هايواژ
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]. از 4باشـد [ مییا مرگ برنامه ریزي شده1آپوپتوز
ي درمانی به کـار گرفتـه شـده در    هامهمترین روش

سرطان آنـدومتر شـیمی درمـانی اسـت. بسـیاري از      
داروهـــاي شـــیمی درمـــانی، عوامـــل ضدســـرطان 

DNAهستند که بـا ایجـاد آسـیب در    سایتوتوکسیک

]. 5-8شـوند [ میي سرطانی، موجب آپوپتوزهاسلول
در مطالعات مختلف پکلـی تاکسـل بـه عنـوان داروي     
ضدسرطان در مقابل سرطان ریـه، سـینه و تخمـدان    

این ماده نیـز بـا عـوارض    ،]10،9استفاده شده است [
شـامل سـمیت   جانبی جدي همراه اسـت کـه معمـولاً   

ــی و ــاگوارش ــین در  نوروپ ــوده؛ همچن ــی ب تی محیط
از بیمـاران  درصـد 62اي مشاهده شده است مطالعه

بودنـد  2درمان شده با پکلی تاکسل مبـتلا بـه لکـوپنی   
ي شیمی درمـانی  هاجستجو براي رژیمبنابراین،]11[

باشد.میموثرتر و امن تر ضروري
فلاونولیگان سیلیبینین، بخش عمـده بیولـوژیکی فعـال    

3ن، عصــاره جــدا شــده از گیــاه خــار مــریمســیلیماری

گروهی از مواد طبیعی با 4]. فلاونوئیدها12باشد [می
شـوند.  مـی ساختار فنولی هستند که در گیاهان یافت

ــت از     ــدها حفاظ ــرات فلاونوئی ــرین اث ــی از مهمت یک
ي آزاد با ریشه اکسـیژنی هادر برابر رادیکالهاسلول

یـز خـواص   نـین برخـی از مطالعـات ن   باشـد. همچ می
ضدالتهابی، ضدحساسیت و ضدسـرطانی فلاونوئیـدها   

]. در طول دهه گذشته، مطالعات 13اند [را نشان داده
سـرطانی سـیلیبینین را در برابـر    ضدمتعددي خواص 

]، 14ي اپیتلیـالی مختلـف از جملـه پوسـت [    هاسرطان
ــتات [ ــه [15پروس ــرطان روده16]، ری ــزرگ ] و س ب

ي هـا یشگاهی و مدل] در شرایط مختلف آزما18،17[
اند.حیوانی به اثبات رسانده

با توجـه نتـایج بـه دسـت آمـده و شناسـایی خـواص        
ــراي    ــلاش ب ــان در ت ــیلیبینین، محقق ــرطانی س ضدس

ي سرطانی و کاهش عوارض هاافزایش آپوپتوز سلول

1 Apoptosis
2 Leukopenia
3 Silybummarianum
4 Flavonoids

ناشی از عوامل شـیمی درمـانی، اثـر سـیلیبینین را در     
ــد   ــرطانی ماننــ ــاي ضدســ ــا داروهــ ــب بــ ترکیــ

بیسین، سیس پلاتین یـا کربـوپلاتین در رده   دوکسورو
ــلول ــاس ــرطانی ه MDA-MB46Bو MCF-7ي س

25-100مورد مطالعه قرار دادند. ترکیب سیلیبینین (
ــراه  ــولار) هم ــین ( میکروم ــا دوکسوروبیس 10-75ب

نانومولار)، آپوپتوز بیشتري نسبت به استفاده جداگانه 
گـر  ي دیهر دو رده سلولی نشان داد. از سـو در آنها

میکـرو  2-20سیلیبینین در ترکیب بـا سـیس پلاتـین (   
گرم در میلی لیتر) هیچ آپوپتوز اضافی در هـر کـدام   

].19از دو رده سلولی نشان نداد [
ــو   ــر اســتفاده ت ــی اث ــه بررس ــن مطالع م أهــدف از ای

سـاعت  48سیلیبینین و پکلی تاکسل در مـدت زمـان   
رده سـلول سـرطانی آنـدومتر    پس از تیمار، بر روي 

م ایـن دو دارو در  أتاثیراستفاده توشناساییباشد. یم
توانـد دیـد بهتـري    رده سولی سرطانی آندومتر می

ي درمـانی در  هـا نسبت به تـدوین و اجـراي پروتکـل   
اختیار قرار دهد.

روش کار
کشت سلولی

اثر اسـتفاده  در این مطالعه تجربی به منظور بررسی
لول سـرطانی  رده ستوأم سیلیبینین و پکلی تاکسل بر 

(انستیتو helaرده سلول سرطانی آندومتر ،آندومتر
-1640RPMIپاستور ایران) تهیه و در محیط کشـت  

)Gibco، حـــــاوي (10٪انگلســـــتانFBS5)Gibco،
ــراه   ــا) همــ ــرم در100آمریکــ ــی میکروگــ میلــ

ــی ــیلینلیترآنتـ ــک پنیسـ ــا) و ،Sigma(بیوتیـ آمریکـ
،Sigmaن (میکروگرم در میلی لیتر استرپتومایسی100

و C37°کشـــت داده شـــده و در دمـــايآمریکـــا)
CO25%  انکوبـاتور  انکوبـه گردیـد  و هواي مرطـوب)

SANYO MCO-19AIC(ــن ــیدن . ژاپ ــس از رس پ
پاسـاژ انجـام   تـراکم، درصد 90-80به سطحهاسلول

هـا شد؛ به این صورت که ابتـدا محـیط کشـت سـلول    

5 Fetal Bovine Serum
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شستشـو داده PBS1با هاو سلوله شدهبیرون ریخت
شدند. سپس تریپسین براي جدا کردن آنها از سـطح  
فلاســک و از همــدیگر اضــافه گردیــد. محــیط کشــت 

جهت خنثی کردن اثر تریپسین اضافه شد FBSي دارا
5-10مــدت ه بــrpm1200و بعــد از ســانتریفوژ ( 

و یـک میلـی لیتـر    را دور ریختـه محیط کشتدقیقه) 
میکرولیتـر از  50سـپس . گردیـد محیط جدید اضـافه 
تریپــان بلــو (رنــگ میکرولیتــر 50محلــول ســلولی و 

10داخـل میکروتیـوب ریختـه سـپس حـدود      حیاتی)
نئوبــار ریختــه و از محلــول را روي لاممیکرولیتــر

.شمارش سلولی انجام شد
MTT assay

هزار سـلول)،  5پس از شمارش سلولی میزان معینی (
خانه افزوده شد. پس از 96به درون هر چاهک پلیت 

درجـه و هـواي   37عت انکوباسـیون در دمـاي   سا24
، محــیط رویــی دور ریختــه شــده ودارco2مرطــوب 

، 300ي مختلفی از داروي سـیلیبینین ( هاسپس غلظت
میکرومــــول) و پکلــــی 12/3، 25/6، 5/12، 25، 200

ــل ( ،00016/0،00031/0،00062/0،0012/0تاکســ
جداگانــه صــورتبــهمیکرومــول)0024/0،0097/0

از هاپس از بیرون ریختن محیط کشت سلولآماده و 
ي هاو چاهکبا این دارو تیمار شدندها، سلولهاپلیت

لازم بدون دارو بعنوان کنترل منفی سـنجیده شـدند.  
، آلمـان) بـه عنـوان    DMSO)Merkبه ذکر است که

حلال براي تهیـه محلـول پایـه سـیلیبینین بـا مولاریتـه       
ساعت 48مان پس از گذشت زاستفاده شد. 44/482

ــا   ــت ب ــیط کش ــول  50مح ــر از محل MTTمیکرولیت

)Sigma، ،(ــا ــت  150و آمریک ــیط کش ــر مح میکرولیت
درجه 37ساعت در دماي 4تعویض شده و به مدت 

انکوبه شدند. بعد از گذشت زمـان مناسـب محتـواي    
میکرولیتر 200بیرون ریخته و به هر چاهک هاچاهک

DMSO بـافر  میکرولیتر محلـول  25وSorensen's

1 Phosphate Buffer Saline

glycine در هـا مقدار جذب نوري نمونـه .شداضافه
خوانـده  نانومتر با دستگاه الایزاریـدر 570طول موج 

سیلیبینین و پکلی تاکسـل (غلظتـی از دارو   IC50.شد
باشـد)  مـی هـا درصد سلول50که قادر به مهار رشد 

بدست آمد و به ایـن وسـیله غلظـت مناسـب بـراي      
و تعیین شد. لازم به ذکـر اسـت   استفاده توأم این دار

اند.آزمایشات حداقل سه بار تکرار شدهکه تمام 
لیز آماريآنا

در سه بـار تکـرار انجـام شـد.     MTTتمام آنالیزهاي 
جهت تعیین میانگین و انحراف معیـار  Excelافزار نرم

که بیانگر غلظتی IC501استفاده شد و نمودار شاخص
 ـ ادر بـه مهـار تقسـیم    از سیلیبینین و پکلی تاکسل که ق

باشد بدست آمد. پس از درصد50سلولی به میزان 
ســـیلیبینین و پکلـــی تاکســـل IC50بدســـت آوردن 

ي مناسب هر دو دارو بـراي اسـتفاده تـوأم    هاغلظت
تعیین شدند. 

ــوأم دو دارو توســط ي حاصــلهــایافتــه از ترکیــب ت
تحلیـل  Tآزمـون و بـا اسـتفاده از  SPSSافـزار  نـرم 

هـا سـلول ءدار بودن کاهش بقانگر معنیشدند که بیا
شده با ترکیب توأم دو دارو نسبت بـه  در گروه تیمار

).p>05/0(باشدمیگروه کنترل (بدون تیمار)

هایافته
تاثیر پکلی تاکسل بر بقاء سلولی

اثر پکلی تاکسل بـر میـزان بقـا رده سـلول سـرطانی      
ي مختلف مورد ارزیـابی قـرار   هاآندومتر در غلظت

میــزان نســبی بقــاء ســلولی را در 1گرفــت. نمــودار
،00016/0،00031/0،00062/0ي مختلف (هاغلظت
) میکرومول پکلی تاکسـل  0012/0،0024/0،0097/0

دهد. مهـار وابسـته   میرا نسبت به گروه کنترل نشان
سـاعت  48پکلی تاکسل به غلظت رشد سلولی توسط

شد.دههاپس از تیمار مش
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ي مختلف پکلی تاکسل هاتیمار. کاهش زیست پذیري گروه تیمار شده با غلظتساعت بعد از48ها(میکرومول) بر بقاء سلولاثر پکلی تاکسل.1نمودار
)05/0p‹باشد.می) نسبت به گروه کنترل (گروه بدون تیمار) معنی دار

سلولی بقاءتاثیر سیلیبینین بر 
ر غلظت مختلف سیلیبینین بر میزان رشد سلول داثر

مورد ارزیـابی  Helaبر رده سلولی سرطان آندومتر 
). تفاوت نسبی بقـاء سـلولی را   2قرار گرفت (نمودار

، 25/6، 5/12، 25، 200، 300ي مختلـف ( هاغلظتدر

) میکرومول سیلیبینین را به همراه گروه کنتـرل  12/3
دهد. مهار وابسته به غلظـت رشـد سـلولی    مینشان

ساعت پس از تیمار مشاهده شد.48توسط سیلیبینین

ي مختلف سیلیبینین هاساعت بعد از تیمار. کاهش زیست پذیري گروه تیمار شده با غلظت48ها(میکرومول) بر بقاء سلول. اثر سیلیبینین2نمودار 
)05/0p‹باشد.می) نسبت به گروه کنترل (گروه بدون تیمار) معنی دار

سلولی:بقاءو پکلی تاکسل بر توأم سیلیبینین تاثیر
اثر استفاده توأم سیلیبینین و پکلی تاکسـل بـر میـزان    

ي مختلـف بـر رده سـلولی    هـا بقاء سلول در غلظـت 
مورد ارزیـابی قـرار گرفـت.    Helaسرطان آندومتر 

015/0میکـرو مـولار سـیلیبینین و    100غلظت تـوأم  

سـاعت  48میکرومولار پکلی تاکسل در زمـان بنـدي   
مار در مقایسه با گروه کنترل تیمار نیافته به پس از تی

طور قابل توجهی از رشـد سـلولی جلـوگیري نمـوده     
). 3(نمودار)p>05/0است (
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ساعت بعد ازتیمار. * نشانگر کاهش 48هامیکرو مول) بر بقاء سلول100(میکرومول) به همراه سیلیبینین015/0اثر ترکیب پکلی تاکسل (".3نمودار 
باشد.می) نسبت به گروه کنترل (گروه بدون تیمار) معنی دار›05/0Pیري گروه تیمار شده با ترکیب دو دارو (زیست پذ

بحث
ي زنانهاترین بدخیمیسرطان آندومتر یکی از شایع

ي درمـانی رایـج ایـن نـوع     هاباشد. از جمله روشمی
پکلی تاکسل بعنوان یک سرطان شیمی درمانی است و 

بیمـاران مبـتلا مـورد اسـتفاده قـرار     داروي موثر در
گیــرد. ایــن دارو بصــورت یــک عامــل ضــد      مــی

باعـث ایجـاد   هـا میکروتوبولی، با تثبیـت میکروتوبـول  
میکروتوبول در طـول تقسـیم   نرمال اختلال در پویایی

در طول فازهاجدایی میکروتوبولشود و میسلولی
G2- M  و در نتیجـه  را بلوکـه کـرده   میتـوز سـلول

متاسـفانه درمـان   .]20[شـود  میمرگ سلولیباعث 
بیماران با پکلی تاکسل، عوارض جانبی جدي به همراه 

]. از این رو محققان براي به حداقل رساندن 11دارد [
عوارض جانبی عوامل شیمی درمانی، در تـلاش بـراي   

مل ي غذایی و سایر عواهاشناسایی و استفاده از مکمل
باشـند  مـی سرطانطبیعی در ترکیب با داروهاي ضد

ــات طبیعــ21[ ــا هــدف  ]. ترکیب ــوز را ب ــاي آپوپت ی، الق
دادن چنـد مسـیر پیـام رسـانی سـلولی از جملـه       قرار

ي رشـد، عوامـل بقـاي    هـا عوامل رونویسـی، فـاکتور  
ي التهابی، پروتئین کیناز هاسلولهاي توموري، سیتوکین

کننـد و در نتیجـه یـک پتانسـیل     مـی و رگ زایی القـا 
هـاي  راي از بین بردن انتخابی سـلول درمانی بالقوه ب

].22باشند [میسرطانی
ســیلیبینین ترکیــب مشــتق شــده از گیــاه خــار مــریم 

(Silybummarianum) ــا ، یکــی از ترکیبــات طبیعــی ب

ي اخیـر نتـایج   هـا باشـد کـه در سـال   میگیاهیأمنش
اي از آن در راســتاي درمــان انــواع    امیدوارکننــده

مختلف سرطان مانند سینه، پروسـتات، ریـه، پوسـت،    
روده بزرگ، مثانه و تخمـدان گـزارش شـده اسـت     

]23،24.[
بهتـر و مشـاهده   در این مطالعه به منظـور بررسـی   

تـوأم در  تاثیرات پکلـی تاکسـل و سـیلیبینین بصـورت     
سرطانی آنها سرطان آندومتر، اثرات ضدرشد و ضد

ر روي مدل سلولی سرطان آندومتر بررسـی شـد.   ب
نشان داد کـه  MTTدر این مطالعه، آزمایش سنجش 

داروي پکلی تاکسل در رده سلولی سرطان آنـدومتر  
ــا غلظـــت ــابـ ،00016/0،00031/0،00062/0ي (هـ

میکرومــول) و ســیلیبینین 0012/0،0024/0،0097/0
ــت  ــا غلظ ــاب 12/3، 25/6، 5/12، 25، 200، 300ي (ه

ســاعت پــس از تیمــار بــه 48میکرومــول) در زمــان 
Helaصورت وابسته به غلظت بـر روي رده سـلولی   

بـراي پکلـی تاکسـل    IC50(، انـد مهـاري داشـته  تاثیر
ــیلیبینین 006/0 ــراي ســـ ــولار و بـــ 250میکرومـــ

پکلی تاکسـل و  هاي توأم همچنین غلظتمیکرومولار)
ي هـا سیلیبین نشـان داد کـه ایـن دو دارو در غلظـت    

و میکرومـولار) 015/0، پکلـی تاکسـل (  IC50زدیک ن
میکرومولار) اثـر هـم افزایـی داشـته     100(سیلیبینین

است.
آپوپتـوز اي همسو با این بررسی افـزایش  در مطالعه

ــلول ــرطانی  س ــاي س ــور  MCF-7ه ــتان در حض پس
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درصـد 60میکرومولار، موجب کاهش200سیلیبینین
پوپتـوز درآ]. همچنین افـزایش  25ها شد [سلولءبقا

پاپیلومـاي مثانـه انسـان    RT-4هـاي سـرطانی   سـلول 
در ].26توسط سـیلیبینین نیـز گـزارش شـده اسـت [     

اثـر سـیلیبینین را در   مطالعه اي، محمودي و همکاران
مهار رشد و افـزایش مـرگ سـلولی در رده سـلولی     

T47D27اند [نشان داده.[
ــک مطالعــه   ــد کــه  نشادر ی در سیلیبینین ن داده ش

و شد ر رمهال سـبب  موومیکر25ي الاـبي اـغلظته
].28شد [MCF-7وپتوز در رده سلولی پآ

نتیجه گیري
به طور کلی نتایج این پژوهش نشان داد که سیلیبینین 
ــلولی در     ــرگ س ــزایش م ــث اف ــل باع ــی تاکس و پکل

شود. ایـن  میسرطان آندومترHelaي رده هاسلول
شـی دو  ي پیشین اثر بخهاضمن تایید پژوهشهاداده

داروي سیلیبینین و پکلی تاکسل به صورت توأم را بـه  
عنوان یک رژیم شیمی درمانی جدید پیشـنهاد کـرده   
است. لذا نیاز به مطالعـات بیشـتر در جهـت بررسـی     
استفاده این ترکیب جدید در مدل حیـوانی ضـروري  

باشد.می
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