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 يا سنبله اهيگک عصاره يآپوپتوت ريثأت

هاي  روي سلول (Stachys pilifera Benth)کرکدار

 HT-29 رده کلورکتال  سرطان
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 28/5/1311 :تاريخ پذيرش        12/3/1311: تاريخ وصول

 :دهيچک

 در هوا  زارشگو  يبرخو  رغو   يعلو . شوود  يم استفاده ها يماريب انواع درمان يبرا کرکدار يا اه سنبلهياز گ يسنت طب در :زمينه و هدف

ن يو هود  از ا . اسوت  نشده گزارش هنوز کرکدار يا سنبله سرطان ضد تيفعال جنس، نيا يها گونه از يبرخ يتومور ضد اثرات مورد

 يهوا  سلول در آن يديو ترپنوئ يديو فرکشن آلكالوئ (Stachys pilifera Benth)کرکدار يا سنبله عصاره يآپوپتوز اثر يبررس طالعهم

 . باشد يم HT-29 کولورکتال يسرطان

 

 يا سونبله  يمتوانول  عصواره مختلو    يها تها با غلظ سلول سپس و شد کشت HT-29 يها سلول در اين مطالعه تجربي :روش بررسي

 از اسوتفاده  بوا  يسرطان يهاسلول يبقا. شدند انكوبه ساعت 24 مدت بهن يس پلاتيو س يديو ترپنوئ يديآلكالوئ يها کرکدار، فرکشن

قطعوه قطعوه    ماننود  يسولول  ريو م و مور   يهوا  زميمكوان  يرو بور  انجام شده يها تست و عصاره اثرات. شد يريگ اندازه (MTT)ونآزم

 اسوتفاده  ن مطالعوه موورد  يو در ا مثبوت  کنترل عنوان به نيپلات سيس. شد انجام يتومتريدستگاه فلوس به وسيله آپوپتوز و DNAشدن

تجزيوه و تحليو     يتوک يبيتست تعقو  ک طرفهآناليز واريانس ي يآمار يها آزموناستفاده از شده با  يآور جمع يها داده .گرفت قرار

 . ندشد

 

بوه   سواعت  24 از بعود  HT-29 سولول  يبر رو پلاتين سيس و ترپنوئيدي آلكالوئيدي، يها فرکشن متانولي، عصاره IC50 جينتا :هايافته

به صورت وابسوته بوه دوز    ير سلوليمهار تكث که داد ج نشانينتا. تر بوديل يليرم بر مكروگيم 41.8و  4818، 4814، 81218ب برابر يترت

ج تسوت آپوپتووز نشوان داد کوه     ينتوا . شودند   DNA قطعه قطعه شودن  باعث نيس پلاتيس و کرکدار يا سنبله يمتانول عصاره. باشد يم

موار  يت)نسبت به گروه کنترل( درصد2/23)يصاره متانولو ع (درصد .8/3) نيس پلاتيمار با سيدر ت ش آپوپتوزين درصد افزايشتريب

 .(>p./5.)بود( نشده

 

ي سورطان  يهوا  سولول  ريو تكثبوه صوورت وابسوته بوه دوز      يديو و فراکشون الكالوئ  کرکدار يالهسنبعصاره هيدروالكلي  :يگير نتيجه

ديوداي مناسوبي بوراي جلووگيري از تكثيور      ناه کابنوابراين گيو  . کنود  يمو ک يو پوپتوتآ ها را وارد فاز   متوق  و سلولرا  HT-29 کلورکتال

 .تواند باشد هاي سرطاني کلورکتال مي سلوا

 

  HT-29 رده،  DNAقطعه قطعه شدن ،آپوپتوز، دار کرك يا سنبله :يکليد يها واژه

 

 يشناس رشت، دانشگاه گيلان، گروه زيستمحمودرضا آقامعالي، : سنده مسئولينو

Email: aghamaali@guilan.ac.ir



و همكاران اسماعي  پناهي کوخدان  

(132شماره پي در پي)1318 فروردين و ارديبهشتو 1و شماره 24مجله ارمغان دانش و دوره   71 

 مقدمه 

 ختهيافسارگسوووور يووووسوووورطان رشوووود و تكث

ماري يک بيباشد و يدر بدن م نرمال وريهواي غ سولول

کووه   باشود  يمبالا  اريبس ريبا آموار مر  و مخطرناك 

را بووه   يمتعودد و اقتصووادي   يروحو  يهووا  ورييو درگ

 يموار يتووان سورطان را ب  يامروزه مو  .(1)دنبوال دارد

در ژنووم   ييهاا جهشيرات ييتغ ؛د که شام کر  يتعر

 ،DNAيهوا رات و جهوش ييو ن تغيو ا و شوود يسولول مو  

ن ي  بو يو کننود کوه تعوادل  ر   يد ميرا تول ييهانيپروتئ

ده و موجوب  کررا مخت   ي  سلوليو تقس يمر  سلول

را   ادامه دهنود توا سورطان    يها به تقسشوند سلوليم

 يموواريبري از يشووگيدرموووان و پ (.2)  دهنووديتشووك

وک چووالش بووزر  در جوامووع بشوري در     يسورطان 

 و کولون هايسرطان. رود يمبه شمار  جهانسراسر 

 جهان در مر  عل  تريناز مه  ييك( کولورکتال)رکتوم

 شوايع  يهوا سورطان  ها سوومين سرطان اين .باشندمي

 (.3و   5)هستند يمير درکشورهاي غرب و مر  به منجر

و  موردان  در شايع سرطان سومين کولورکتال سرطان

بور اسواآ آموار    . اسوت  زنان در شايع سرطان دومين

 يدر کشوورها ن سورطان  يو ا، يسازمان بهداشت جهان

  ييمن بودخ يدومو ش اسوت و  يدر حال رشد رو به افوزا 

 يهوا کشور. (3)شوديها محسوب من کشوريج در ايرا

کوو  موووارد سوورطان   ک سوووم ازيوودر حووال توسووعه 

در هور سوال   . دهديکولورکتال را به خود اختصاص م

 . (8)شوندير ميان دچار مر  و مياز مبتلا  ييمن باًيتقر

طوووه بوووا  در راب يدودحوووم يهوووا پوووژوهش

ران انجوام شوده   يسرطان کولورکتال در ا يولوژيدمياپ

را در  يريش چشوومگير افووزايوواخ يهووايبررسوو. اسووت

 .(1)انود ران گوزارش کورده  يو زان ابتلا به سرطان در ايم

 حال در و  شايع سرطان ششمين ايران سرطان در اين

 مورد .115 و جديد مورد ...4 ساليانه. است افزايش

 گوزارش  ايوران  در از سورطان کولورکتوال   ناشي مر 

وع سرطان کولورکتال يران شياگر چه در ا .(8)شودمي

کمتور   يلو يت غرب خيسه با جمعيدر افراد مسن در مقا

 يترديش شديت جوان افزاياست، آمار موجود در جمع

  .(1)دهديرا نشان م

 ييمون بوودخ يو ا ياز جملوه راهكارهواي درموان

 يو جراحو  يوتراپيو ، راديدرموان   ييمتووان بووه شو   يم 

ور در افووراد  يو مزان مر  ين وجود ميبا ا. اشاره کرد

باشد که  يبالا م ،رنديگ يدرمان قرار م مبوتلا کوه تحوت

 ين راهكارهواي درموان  يو ت از ناکارآمودي ا يو خود حكا

جواد ي  در ايهاي مه  و دخ س يشناخت مكان .(.1)دارد

، يهوووواي درمووووان شووووبرد روشيسووورطان بووووراي پ

القوا   . باشد يار مه  ميها بس جهووت درمووان نئوپلاس 

توموور  يهاي مه  عوامو  آنتو يژگياز و يكويآپوپتووز 

وک يو داده شوده کوه   نشوان  . باشود  يمک يتوتوکسويسا

 اهووووانياز جملووووه گ يعوووويطب يهووا بيووسوووري از ترک

شوند  يمرهاي آپوپتوزي يباعووث القووا  مسوو ييدارو

 ييتوانوا . انود هوا ي سوورطان مهووار شوده   که در سلول

و توقوووو   يهوواي سووورطانالقووا  آپوپتوووز در سوولول 

اري از يهووووا موضوووووع بسوووو وووون سوووولوليوووور ايتكث

 .(11)باشووديمونوفارموواکولوژي موو يا يهووا پووژوهش

  يداراي پتانسوو  ،اهوانيژه گيو به يعيهاي طب فرآورده

 يووووويدارو يهوووا بيوووبووووراي سوووواخت ترک ييبووووالا
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 ضووود  داروهووووواي از ارييبسوووو. باشوووووند يمووو

انود، از جملوه    کوه سونتز شوده    (يدرمان ييمش)يسرطان

هوا از   نيکامپتوتس ،ووودهاينكوووا آلكالوئيو هوا،تاکسوان

انود و بوووراي درموووان     مشتق شوده  ياهيگ يها بيترک

ک و يهووووووواي مختلوووووو  متاسوووووووتات  سوووووورطان 

 . (12و 13)شوود يمک اسوتفاده يرمتاستاتيغ

رباز در طب يسرطان از د يماريجهت درمان ب

 يكو ي .(14)استفاده شده اسوت  يياهان داروياز گ يسنت

دان ياکس يآنت يها بياز ترک يغن ياهيگ يها از خانواده

 دار کورك  يا سونبله . باشود  يمو ان يو ره نعناعيو اهان تيگ

(Stachys pilifera. Benth)  چنود سواله و    يا بوتوه  ياهيو گ

. باشود  يمو  انيو ار معطر که متعلق به خانواده نعنائيبس

ش يو رو ياه اغلب در دامنوه ارتفاعوات کوهسوتان   ين گيا

کوتوواه  يهووا سوواقه يدار دارا کوورك يا سوونبله .ابوودي يموو

 يهوا  گو   ک،يو سواده و بار  يهوا  ده از کرك، بر يپوش

 يدارا ييد و تموام انودام هووا   ي  بوه سوف  يمتما يصورت

اه به ين گيا ييهوا يبخش ها. باشد يار نافذ ميعطر بس

در درمووان  يبووه شووك  خوووراک ياهيووگ يصووورت چووا

کاربرد  يو التهاب يدي، روماتوئي، تنفسياختلالات عفون

 ي، ضودتومور يكروبين اثرات ضد ميچن ه  .(15)دارند

کرکودار   يا خوانواده سونبله  اهان ه يگ يدانياکس يو آنت

بوا   .(15و  18)اثبات شده است يمختلف يها پژوهشدر 

 يدان و ضودتومور ياکس يآنت يها تيتوجه به خصوص

دار  کرك يا اه سنبلهيگ ييم هوااندا يدروالكليعصاره ه

،  يموار ين بيو اهوا در بوروز     دانين نقوش اکسو  يچن و ه 

ک يوووتت آپوپتيخاصوو ين مطالعووه بررسوويووهوود  از ا

 يديو و ترپنوئ يديآلكالوئ يها ، فرکشنيعصاره متانول

  يسورطان  يسولول هوا   يکرکودار بور رو   يا اه سنبلهيگ

 .باشد يم HT-29رده 

 

  يروش بررس

اه يووگ ييانوودام هوووا ،يتجربوو ن مطالعووهيوودر ا

از ارتفاعات کووه دنوا    Stachys piliferaکرکدار  يا سنبله

                         ياهراحموووود در منطقوووويه و بويوووولويدر اسووووتان کهگ

 E 51º4'49و  N 34º29'29 ييايووبووا مختصووات جغراف 

شوناآ   اهيو گ بوه وسويله  آن  يمنام عل. شدند يآور جمع

د ييو أت اسووج يدانشوگاه   يياهان دارويقات گيمرکز تحق

ه يو هوا ته  آن يبورا  .1811NO وميشد و شوماره هربوار  

 .ديگرد

 گورم از  ..1مقودار  ان اهو يگ يآور پس از جمع

سانده شود  يدرصد خ .1 متانولتر يل يليم ..8اه در يگ

عصاره . گرفت اتاق قرار يساعت در دما 48و به مدت 

سواعت بوار    24بعود از گذشوت    ماندهيو باق شدصا  

و بوه عصواره    شود  يريو گگر با همان حلال عصواره يد

درجووه  .4 يسووپس حوولال در دمووا. شووده اضووافه يوواول

و  شود ر يو تبخ يدسوتگاه روتوار   به وسويله گراد  يسانت

ر به عصاره خشوک  يز درايدستگاه فر به وسيلهسپس 

گورم از   ..2ديو ه عصواره آلكالوئ يو ته يبورا . دش  يتبد

توور يل يلوويم ..5را بووا   Stachys pilifera اهيووپووودر گ

شوووبانه روز بوووه روش  3وم اتووور بوووه مووودت يوووپترول

پس از صوا    و يريگ عصاره( ونيماسراس)ساندنيخ

بوه نسوبت    يسوتگاه روتوار  د به وسويله ظ يکردن و تغل

درصد سرد بوه عصواره اضوافه و در     .1برابر متانول

عصواره   يوي فواز رو  ،دشوو يجاد مين مرحله دوفاز ايا
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ن يريو و فاز ز( اهيگ يرقطبيغ يها بيترک يحاو)يروغن

در مرحلوه بعود   . باشد يماه را دارا يگ يها بير ترکيسا

درصود بوه محلوول     .2ک يدريد کلريبه نسبت برابر اس

رسووب   يها بير ترکيد تا سايقب  اضافه گرد يولمتان

ن محلول به محلول حاص  يپس از صا  کردن ا .کنند

ن مرحلوه مجودد دو   يدر ا. اك اضافه شديآمون يمقدار

 يدهايو آلكالوئ ين حواو يريگردد که فاز زيجاد ميا فاز

د يبه محلول حاصله کلروفرم اضافه گرد. باشد يماه يگ

سووپس   د ووشوو  يمووکلروفردها وارد فوواز يووتووا الكالوئ

در  وواتمون صوا     يمحلول حاصله رو با کاغذ صواف 

گورم   ..2مقودار  . (11)درجه خشک شود  31انكوباتور 

هگوزان  و   nحولال   لهيوسو ه ب Stachys piliferaاه يگ پودر

انجوام  ( ساندنيبه روش خ)يريگ اتاق عصاره يدر دما

تولاش پوس از تبخيور حولال، عصواره        نيحاص  ا. شد

و  هووا يبووه منظووور جوودا کووردن چربوو  . بووود يهگزانوو

 ير کواف اشباع، به عصاره حاص  مقدا يها دروکربنيه

 ارقر زريساعت در فر 24و به مدت  شدمتانول اضافه 

 يهوا  دروکربنيو و ه هوا  يچربو  بيو ترت نيبود . داده شود 

و با صوا  کوردن از عصواره     داده شدرسوب  نيسنگ

 .(11)ندجدا شد

مربووووووووب بوووووووه   HT-29 يرده سووووووولول

تو ياز انسوووت يبوووا منشوووا  انسوووان کلورکتووال سوورطان

ون رده يا. داري شديال خريران به صورت ويپاسوتور ا

            ن يسوورم جنوو ،RPMI-1640ط کشووت يمحووبووا  يسووولو لوو

 ..1 وزانيو ن بووه م يليسو  يپنو  ،درصود  .1 (FBS)يگواو 

 گوراد و  يسوانت درجه   31ر دماي دمول  يونيت بر ميلي

ن يوي بوه منظوور تع  . شدداده  کشت CO2 درصد 5 فشار

ثر ؤمووووو يهوووووادوز از نوووووه عصوووووارهياثوووورات به 

ق در يو ن تحقيو در ا (IC50ک بوه  يو نزد يها لظتغ)ييدارو

نشوده بوه    موار يهواي ت  ن سولول يچنو ه . نظر گرفته شد

ن بوه  يس پلاتو يو سو  واي گوروه کنترله عنووان سولول

در ضومن بوه منظوور . عنوان کنترل مثبت استفاده شد

اي،  سوووهيمقا يوري کووار و بررسووو  ش بهوورهيافوووزا

                    ت انجوووام يوووكيپليبووووه صوووورت تر  يهوووا  شيآزموووا

 . (.18و  11)شد

 HT-29رده  سووولول  1×1.4وون تسووتيبووراي ا

 ختوه يراي  خانوه  18ت يو هواي پل  ووک از چاهکيدر هوور 

مووار، کنتوورل يکنتوورل بوودون ت ؛هووا شووام  گووروه. شوود

عصوواره ) درمووان يهووا و گووروه( نيس پلاتوويسوو)مثبووت

و پوس از  ( يديو ترپنوئ يديو فراکشن آلكالوئ يمتانول

گرم كرويم 1/3)نيس پلاتيسدوزهاي ها با  مار سلوليت

گورم بور   كرويم 485)يمتوانول  عصواره  ،(ليتور  يبور ميلو  

گرم بر كرويم 5/35)يديآلكالوئ ي، فرکشن ها(ليتر يميل

 بعد  (ليتر يگرم بر ميلكرويم 35)يديو ترپنوئ (ليتر يميل

            هووا بووا اسووتفاده از  سوواعت ابتوودا سوولول 24از گذشووت 

(PBS)بوووافر فسوووفات
شستشووو داده شوودند، سووپس  (1)

هواي  بوه چاهوک   ليتور  يگرم بر ميلو  يميل MTT 2 محلول

سواعت در   4اي اضوافه شود و بوه مودت      خانه 18ت يپل

پووس از  . قورار گرفوتگراد   يدرجه سانت 31 انكوبواتور

در  يويوووون، محلووووول رويزمووووان انكوباسوووو يطوووو

توووور يكروليم ..1وووود و يگرد يهووووا خووووال  چاهووووک

                                                           
1-Phosphate Bufer Salin(PBS) 
2-Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 
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بوه هور کودام   (DMSO)د ي  سولفواکسايمت يد محلوول

مودت   اي اضافه شد و بووه  خانه 18ت يهاي پل از چاهک

. تكوان داده شود   يكيدر توار  کوردن  قه جهت ح يدق .3

هوا در   در جوذب نووري نمونوه   ير زايالا به وسيلهسپس 

 . دشري يگ نانومتر اندازه .51 طول موج

زي شووده سوولول  يوور آپوپتوووز، موور  برنامووه 

هووا مشووخ     يژگوو يک سوري و يو باشوود کووه بوا     يم

توپلاسو ، جوانووه زدن   يد، از جملووه توراک  س  شووو  يم

ن يو براي ا DNA شدن و شكسته  يمتوپلاسويشواي سغ

حواوي   يون سولول يسوسپانسو  تور از يل يلويم 3تسوت 

. شودند  ختوه يراي   خانوه  8هواي   تيو سولول در پل  1×1.8

ن، يسووپلاتيس ييوودوز دارومووار بووا يهووا تحووت ت سوولول

 يديو ترپنوئ يديآلكالوئ يها ، فرکشنيمتانولعصواره 

                      24ن قوووورار گرفتنوووود و بعوووود از گذشووووت زموووووا   

                          هوووووووا  سووووووولول DNA ونيانكوباسووووووسووووووواعت 

 ناژنيسو  يکمپوان  وووت محصووول  يکاسوووتفاده از   بووا

(DNA Isolation Kit)  ن کوار  يو بووراي ا . ودياستخراج گرد

شستشوو شوود و در    PBS ها با اسوتفاده از  ابتدا سلول

قووووه يدق 5وه موووودت قووووه بووو يدور در دق ..13دور 

                      خوووارج و  يويووع رويد، سوووپس موووا شوووژ يسوووانترف

 يهوا  وپيو كروتيهوا در م  سلول DNAت يك  کطبق پروت

                     بووووه DNA نمونووووه ومخصووووص اسوووتخراج شووودند 

 درصووود 5/1دسووووت آمووووده بوووورروي ژل آگووواروز 

 ژل داكز جووه بووا اسووتفاده ا يد و نتيووالكتروفووورز گرد

 .مشاهده شد

 هواي سلول سنجش آپوپتوز و تعداد منظوربه 

بوا   شوده  سولولي تيموار   جمعيوت  يوک  در آپوپتوز شده

 آن بوا  قياآ ها و آن يها و فرکشن ياهيگ يها عصاره

( يمنفو  کنترل)مار نشدهيت هايسلول در سلولي جمعيت

رنوو   دو بووا هوواسوولول آميووزي رنوو  نيس پلاتوويو سوو

Annexin-FITC  وPI با کمک دسوتگاه   و کار دستور بقط

  يهاسلولن صورت که يبد. گرفت انجام يتومتريفلوس

HT-29  8ت يو ک پليچاهک  سلول در هر 5×1.5 درتراک 

دن بووه تووراک  يه و پووس از رسووکشووت داده شوودخانووه 

پس از  . مار شدنديت ييثر داروؤم يهامناسب، با غلظت

پوس   نه شدند ويپس يتر  يمها به آراساعت، سلول 24

ط کشت شستشو يبا مح يوژ، رسوب سلوليفيراز سانت

           يتوور بووافر اتصوواليكروليم ..5در  داده شوود و مجوودداً

(1X Binding Buffer )5سوووپس . ديوووسوسوووپانس گرد 

 PIتور از رنو    يكروليم 5و  Annexin-FITCتر از يكروليم

ون حاصو   يبه سوسپانس( تريليليكروگرم بر ميم .5)

 يقوه انكوبوه شودن در دموا    يدق 15ز پوس ا . اضافه شد

با  PIو رن   Annexin-FITC، اتصال يكيط و در تاريمح

 و تحليوو  تجزيووه. ز شوودنديتومتر آنوواليدسووتگاه فلوسوو

 تقسوي  نقواب   و دسوتگاه  افزار از نرم استفاده با ها هداد

 Q4 توا  Q1 ناحيه چهار به بعدي دو منحني در شده ثبت

 .صورت گرفت

تكوورار انجووام    3در هوا   هداد زهواييآنال  يمتما

 GraphPad Prism7بوووا اسووتفاده از نوورم افووزار  . شووود

وار آنهوووا يووبووار تكووورار و انحووورا  مع   3ن يوانگيووم
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 IC50ن نرم افوزار مقوداريبوا استفاده از ا. محاسوبه شود

از نمونه است کوه موجوب  يانگر غلظتيهوا کوه ب نمونوه

شوود،   يمو  يهواي سورطان   درصود مهار رشد سلول .5

ثر ؤمو هاي    اثر غلظتيه و تحليبراي تجز .محاسبه شد

و  يديوووآلكالوئ يهوووا و فرکشووون عصوووواره ييووودارو

بووور رده سووولول  آپوپتوووز يهووا در تسووت يديووترپنوئ

آنووواليز  از آزمووووون آموووواري HT-29رده  يسوووورطان

اسووتفاده  يتوووک يبوويو تسووت تعق واريووانس يووک طرفووه

 .ديگرد

 

 ها فتهاي

 24پووس از  MTTتسووت  ج بووا اسووتفاده از ينتووا

 يهووابووا غلظووت HT-29رده  يهووامووار سوولوليسوواعت ت

در  (تور يل يلو يم ميكرو گرم بور  1و..14)مختل  عصاره

درصوود  .5ج ينتووا . نشووان داده شووده اسووت 1 نمووودار

آورده شده اسوت   1در جدول  (IC50)يغلظت مهارکنندگ

و  يديو آلكالوئ يها ش غلظت عصاره، فرکشنيافزا و با

حاص  از  (OD)يکرکدار جذب نور يا هسنبل يديترپنوئ

نشوان   يسولول  ينموودار بقوا  . افوت يکاهش  MTTتست 

ها بوه صوورت وابسوته بوه دوز      دهد که رشد سلول يم

  .شود يممهار 

ند آپوپتوز از آزموون قطعوه   يفرآ يبررس يبرا

( 1شوك   )بوا توجوه بوه   . اسوتفاده شود   DNAقطعه شدن 

ار شوده  ميت يهادر سلول( Smear)دهيمشاهده باند کش

، ين، عصواره متوانول  يس پلاتو يس ثرؤم ييبا دوز دارو

ژل  يبوور روهووا  آن يديووو آلكالوئ يديووفرکشوون ترپنوئ

گوروه کنتورل،    يها آگارز و عدم مشاهده آن در سلول

در  يآپوپتوووزينشووان دهنووده وقوووع موور  سوولول    

  DNAن شكست يشتريب. باشديم HT-29رده  يها سلول

. باشود يم نيس پلاتيسمار يمربوب به ت HT-29در رده 

و  يديووآلكالوئمربوووب بووه   يدگيکووه کشوو  يحووال در

 .(1شك )باشديمارها مير تياز سا کمتر يديترپنوئ

که مر  سلولي از طريق  به منظور بررسي اين

القووواي آپوپتووووز روي داده اسوووت يوووا خيووور، روش   

و  آميوووزي انكسوووين فلوسووويتومتري بوووا کموووک رنووو 

 ها آناليز داده. (2ر نمودا) انجام گرفت ديدايوم يپروپود

دسوتگاه فلوسويتومتري   ( Flow join)افوزار  نورم  کموک  با

هووا بووا سوواعت تيمووار سوولول 24نشووان داد کووه پووس از 

هوواي متووانولي،  کنتوورل، عصوواره) هوواي مختلوو غلظووت

ميزان آپوپتووز  ( الكالوئيدي، ترپنوئيدي و سيس پلاتين

هواي آپوپتووز   جمعيت سولول (. 2جدول)محاسبه گرديد

دار نسوبت بوه    يي، به صورت معنو يظت داروشده با غل

              هواي تيمووار نشووده افووزايش  ميوزان آپوپتوووز در سوولول 

بيشترين درصود افوزايش آپوپتووز در    (. >p ./1.)يافت

اين رده سولولي نسوبت بوه کنتورل مربووب بوه سويس        

پلاتين و عصاره متانولي بوده اين در حوالي اسوت کوه    

نسوبت بوه گوروه     فرکشن ترپنوئيودي افوزايش کمتوري   

 .کنترل دارد
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ساعت  22ن پس از يس پلاتيو س يدي، ترپنوئيديفرکشن آلکالوئ ،(Stachys pilifera) کرکدار يا سنبله يدروالکليهعصاره  ريثأت :1 نمودار

( ج) ،يسلول يبر بقا يديلوئر فرکشن آلكايثأت( ب)، يسلول يکرکدار بر بقا يسنبله اعصاره ريثأت( ال )  HT-29رده يها ر سلوليبر تکثمار يت

ز ين ير سلوليزان مهار تكثيش مقدار دوز عصاره ميبا افزا .يسلول ين بر بقايس پلاتيس ير دارويثأت(د) و يسلول يبر بقا يدير فرکشن ترپنوئيثأت

بر اساآ ز داده ها يجام شد و آنالتمام تست ها با سه تكرار ان .باشد يبه صورت وابسته به دوز م يرسلولين مهار تكثيبنابرا. ابدي يش ميافزا

 .است گزارش شده معيار انحرا  ±ميانگين 

 
 

 ) (MTTج حاصل از تستينتا :1جدول 
 (ليتر يميكروگرم بر ميل) HT-29 IC50رده سلولي 

 8/812 عصاره متانولي

 4/48 فرکشن الكالوئيدي

 8/48 فرکشن ترپنوئيدي

 8/4. سيس پلاتين
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فرکشن  کرکدار، يا سنبله يعصاره متانول ثرؤم ييدوز دارو با ماريتحت ت HT-29رده  يهاسلول DNAه قطعه شدن قطع يبررس :1شکل 

از  يتواند حاکيکنترل م يهامختل  و عدم مشاهده آن در سلول يمارهايدر باندها در ت يدگيحالت کش .نيس پلاتيسو  يدي، آلکالوئيديترپنوئ

 دهد يمن وجود آپوپتوز را نشان يس پلاتيمار با سيدر ت ير و نردبانيوجود حالت اسم .ر رفته باشدبكا يمارهايت القا  آپوپتوز در

 

 
 

کرکدار  يا اه سنبلهيگ يديوآلکالوئ يديترپنوئ يمتانول يها مار با عصارهيساعت ت 22پس از   هازان درصد آپوپتوز در سلوليم :2جدول

(Stachys pilifera) رده  يسرطان يها در سلول نيپلات سيو سHT-29   يتومتريکمک فلوسبه 

 

  HT-29 رده(درصد)زان آپوپتوز يم سنجش مورد يهاگروه

 ./4.8 ± ./11 ( يمنف)کنترل

 .8/3 ± ./13 (کنترل مثبت)ن يس پلاتيس

 2/23 ± ./51 کرکدار  يعصاره سنبله ا

 8/21 ± 48/1 کرکدار يسنبله ا يديعصاره آلكالوئ

 83/13 ± ./81 کرکدار ينبله اس يديعصاره ترپنوئ
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 کرکدار يا سنبله يديو ترپنوئ يديآلکالوئ يها و فرکشن يمختلف عصاره متانول يمارهايحاصل از ت يتومتريفلوس ينمودارها :2نمودار

(Stachys pilifera) ن يبا رنگ انکسV وPI 

 بحث 

وا يو در دن يميبودخ ن يسووم  کلورکتوال  سرطان

در اکثووور  يمين بوودخيوواوع ابووتلا بووه  يبووووده و شوو 

ش يران رو بووه افووزا يوووا از جملوووه ايووکشوووورهاي دن

ب صوعودي  ياز جملوه علو  موورتبط بووا شوو   . باشد يم

 ؛از جملووه  يطيتوان به عوام  مح يابتلا  به سرطان م

 يي  غوذا يو و رژ يهوا، اسوترآ، الگووي زنودگ    يآلودگ

مشوخ  شوده اسوت کوه مصوور       . افراد اشواره کرد

دان ياکسوو يت آنتوويه داراي خاصووکووو ييموووواد غوووذا 

هووا   ري و کاهش ابتلا  به سورطانيشگيباشند، در پ يم

رغو    يگوور، علو  يد يز طرفوو ا(. 24)نقوش مووؤثري دارد 

، ياز جملووه جراحوو  ياسووتفاده از راهكارهوواي درمووان  

وزان موور  و  يچنان م ه  يوتراپيو راد يدرمان يميشو

د کوه  باشو  يمواران مبتلا به سورطان بوالا مو   يور در بيم

وووون راهكارهوووواي  يوت از ناکارآمووودي ايووخوووود حكا

ش و توجوووه بوووه اسوووتفاده از يگووورا. دارد يدرموووووان

داراي  ييهووواي غوووذاو مكموو  يعوويهوواي طبوردهآفوور

ار ير بسوويووهوواي اخسووال يطوو يت ضدسوورطانيخاصوو

موورد   ييهاي غوذا از جمله مكم . ش داشته استيافوزا

اه يو گتووان بوه عصواره    يون خصووص، مو يتوجوه در ا

 هوايي   پوژوهش راً يو اشاره کورد کوه اخ   کرکدار يا سنبله

انجوام   ياهيو ورده گآن فور يا يراجع به اثر ضد سرطان

 اثوور يبررسوو طالعووهمن يووهوود  از ا (.24)شووده اسوووت

 Stachys pilifera)کرکودار  يا سونبله  عصواره  يآپوپتوز

Benth) در آن يديوووو ترپنوئ يديوووو فرکشووون آلكالوئ 

 . باشد مي HT-29 الکولورکت يسرطان يها سلول
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ژه يوووه ت جهوان و بوو  يو جمع از يبوالا  درصود  

و  ياهيووکشوووورهاي در حووال توسووعه از داروهوواي گ 

کننود،  يها استفاده م مارييبراي درمان ب ها نآمشتقات 

در کنوار   ياهيو ن علوت کوه معتقدنوود داروهوواي گ    يبه ا

ارزان بوووودن و قابووو  دسوووترآ بوووودن عووووووار   

وووووک داروي ي. باشووووند يموو يار کمتووريبسوو يجووووانب

 يهواي سوورطان د بتواند سلوليمناسب با يضدسرطان

. ن ببورد يهاي نرمال از ببر سلول يرا بدون اثرات جانب

هوواي  آل بوا القوا  آپوپتووز بور سوولول  دهيط اين شرايا

 اري از داروهوواي يبسوو . وديآيبوه دسوت مو يسورطان

 أمنشووشووته در گذ. انوود منشووأ گرفتووه اهووانيگاز  جيوورا

 ن ويگوسوين، ديريآسوپ ؛اري از داروهوا از جملوهيبسو

 اديو زوع يامروز بوا شو   يايدن .(.2)بود اهانيگن يمورف

ون يو بووه طوووري کووه ا    اسوت ماري سرطان مواجوه  يب

هوواي   يموار ير بعود از ب ين علت مر  و ميماري دوميب

  يو هاي مهو  دخ  س يشناخت مكان. است يو عروق يقلب

 يهواي درموان  شوبرد روش يجواد سورطان بوراي پ  يدر ا

ک سوري  يو  .(12)باشد يمها مه   براي درمان نئوپلاس 

هوا بووه    ها سبب مقاوم شدن سلول هوا در سلول جهوش

شوود، لووذا اسووتفاده    يموپتوز هواي مر  و آپمحورك

کننوده    القوا  ييو اهوان دارو يگ ييايميشو  يهوا  بياز ترک

سورطان   يموار يب درمان ياز اهدا  اصل يكيآپوپتوز 

ري و هو  در درموان   يشوگ ياهوان هو  در پ  يگ .باشد يم

با  ها بين ترکيا. ري دارنديماري سرطان نقش چشمگيب

آپوپتووز   کننود، اموا القا  يمهاي مختل  عمو   س يمكان

. باشود  يمو  هوا  بيو ون ترکيو اري از اينقطه مشوترك بسو  

ک و يتوتوکسووويمتعوووددي اثووورات سا  يهووا پووژوهش

را  Stachys هواي مختلوو  از جوونس    توموري گونهضد

و همكوووواران اثوووور  يجاسووووب. نشووووان داده اسووووت

را بور   Stachysمختل  جونس   يها هنک گويتوتوکسيسا

 وند کرد يبررسمختل   يسلول سرطان يها رده يرو

باعووث   Stachysاهوان جونس   يگ نشان دادند که عصاره

 پسووتان و خووون  يهوواي سوورطان ر سوولوليووکوواهش تكث

اثووور نووو  موووا و همكووواران   يپيل.  (21)شووووود يمووو

گونوه   يديساکار يک عصاره و فرکشن پليتوتوکسيسا

floridana    يکردند کوه عصواره اثورات مهوار     يبررس 

. (22)نشوان داد  (HT-29)کلورکتال ينسبت به رده سلول

ره وووون مطالعووووه نشووووان داد کووووه عصووووايج اينتووووا

 يديووو ترپنوئ يديووآلكالوئ يهووا و فرکشوون يتووانولم

سوه بووا کنتوورل داراي اثورات    يدر مقا کرکدار يا سنبله

هووواي  داري بووور روي سووولول يک معنوويتوتوکسوويسا

بوووووووووده و اثوووووووورات   (HT-29)رده يسوووووووورطان

وابسته اه يگ يها و فرکشنک عصوواره يتوتوکسوويسا

مشوابه   ،ج حاص يتان. شود يمدوز باعث مهار رشد به 

بوووود کوووه بووور روي  نوو  مووا يپيو ل يجاسووبمطالعوووه 

انجوام داده   کلورکتوال و پسوتان   يسورطان  يهوا  سلول

 .بودند

هووواي  از شووواخ  DNA قطعوووه قطعوووه شووودن

بووا   يژگو ين ويو باشد که ا يمک در آپوپتوز يمورفولوژ

دسوت  ه ج بو ينتوا  .ثابت شود DNA Fragmentation انجوام

ن يس پلاتو يصاره و سن تست نشان داد که عيا آمده از

در رده سولول   DNAباعث شكست و قطعه قطعه شودن  

HT-29  نيووادسوووت آموووده از ه ج بووينتوووا وشووده اسووت 

ر غفران و همكاران يام اي کوه ج مطالعوهيمطالعه بوا نتوا
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              بووووا عصوووواره گونووووه DNAشكسووووت  يبررسوووو در

Stachys obtusicrena  کوه  بودنود، پرداختنود     انجام داده

 يهووا در رده سوولول  DNAاعووث قطعووه قطعووه شوودن  ب

ج حاصوو  از ينتووا. (23)دارد يخوووان هوو  ،شوود  يملوسوو

زان آپوپتووووز در يوووکوووه ماد نشوووان د يتومتريسوووفلو

ن، يس پلاتو يب سو يو ثر ترکؤمو  يوي دوز دارو يها غلظت

آپوپتووز   افوت، يش يافوزا  ياهيگ يها عصاره و فرکشن

ن نسووبت بووه يس پلاتوويسوو يوويثر داروؤموو يدر دوزهووا

. را نشان داد يدار يش معنيافزا يکنترل منف يهاسلول

ن يثرترؤاز موو يكووين، يس پلاتوويمشووخ  شووده سوو  

 ين باعث القوا ييپا ي، در دوزهايضد سرطان يداروها

کوه   يحوال  شود، دريم يتومور يهاآپوپتوز در سلول

جواد نكوروز در   يق ايو از طر بوالا احتموالاً   يهادر غلظت

عصوواره . (24)گووردديهووا مووهووا باعووث موور  آنسوولول

ز يو ن يديو و ترپنوئ يديو اه و فراکشن آلكالوئيگ يمتانول

آپوپتوووز در  يباعووث القووا ييووثر داروؤموو يدر دوزهووا

ج بوا  ين نتوا يو ا. شوده اسوت   HT-29 يسرطان يهاسلول

بوار نشوان    نياولو  يبورا و همكواران   يلا يهوا  پژوهش

د نو توان يمو  ياهيو گ يهوا  ها و فرکشون  عصارهدادند که 

 يسوورطان يهوواآپوپتوووز در سوولول  يموجووب القووا 

و  يريو ت ضود تكث يو همكاران خاصو  يپناه .(25)گردد

 .(28)را نشان دادند Stachys pilifera اهيگ يضد سرطان

در  يآپوپتوز ياز عملكرد القا يکه حاک يگريد طالعهم

 يبر رو ها ه آنيثانو يها تيو متابول ياهيگ يها بيترک

و  يو مطالعه توکل (21)باشنديها مانواع مختل  سلول

باعث  Stachys يها گونه يهمكاران نشان دادند که برخ

 کاملاً (28)شوند يم يمغز يها آپوپتوز در سلول يالقا

 يا لهاه سنبيگ يت ضد آپوپتوزيکه خاص مطابقت دارد

 يهووا بيوو  وجووود ترکيووتوووان بووه دل يمووکرکوودار را 

 . موجود در آن نسبت داد يديو ترپنوئ يديآلكالوئ

 

 يگير تيجهن

 يمتانولبوا عصواره  HT-29 هواي موار سولوليت

مهوار  باعوث   يديو و ترپنوئ يديو آلكالوئ يهوا  و فرکشن

ک القوا  يتوتوکسو يها شده و اثورات سا  ون سلوليارشد 

غلظوت   هوا بوا   و فرکشون عصواره   نيو ا به وسويله شده 

ت يووو  دارد، بووووه طووووري کوووه قابل يارتبووواب مسوووتق

ش غلظووت کوواهش يهووا بوووا افوووزا ري سوولوليپووذ سووتيز

نسوبت   يديو فرکشن آلكالوئ يعصاره متانول .ابودي يم

آپوپتووز   يرهايو مسو   DNAق شكستيبه کنترل از طر

ه ج بو يبوا توجوه بوه نتووا . گردد يمآپوپتوز  يباعث القا

 يد مناسوب يتواند کاند يم يمتانولوده عصواره دست آم

 .باشود  يفعوال ضدسورطان   يها بيترک ييجهت شناسا

شونهاد  يآپوپتووز پ  يهوا  زميق مكوان يو دق يبررسو  يبرا

ب خال  يآپوپتوز  و ترک يليتكم يها شود از تست يم

 .کرکدار استفاده گردد يا اه سنبلهيگ

 

 قدير و تشکر ت

مووه ايوون مقالووه حاصوو  بخشووي از پايووان نا  

با کد اخلاق  يدانشجويي مقطع دکترا در رشته بيوشيم
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ن مرکوز  يو ق در ايو که مراح  انجام تحقپزشكي ياسوج 

  . کني  يم ي، سپاسگزاررفتيصورت پذ

 



و همكاران اسماعي  پناهي کوخدان  

(132شماره پي در پي)1318 فروردين و ارديبهشتو 1و شماره 24مجله ارمغان دانش و دوره   01 

REFERENCES  
1.Jena J, Ranjan R, Ranjan P, Sarangi MK. A study on natural anticancer plants. Int J Pharmaceut 
Chem Sci 2012; 1(1): 365-8. 
2.Lengauer C, Kinzler KW, Vogelstein B. Genetic instabilities in human cancers. Nature 1998; 
396(6712): 643-9. 
3.Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global cancer statistics. CA: a Cancer 
Journal for Clinicians 2011; 61(2): 69-90. 
4.Jemal A, Siegel R, Ward E, Hao Y, Xu J, Murray T, et al. Cancer statistics. CA: A Cancer Journal 
for Clinicians 2008; 58(2): 7; 91-6. 
5.Merrill RM, Harris JD, Merrill JG. Differences in incidence rates and early detection of cancer 
among non-hispanic and hispanic whites in the united states. Ethnicity & Disease 2016; 23(3): 349-
55. 
6.Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Global cancer statistics 2002. CA: A Cancer Journal For 
Clinicians 2005; 55(2): 74-108. 
7.Mousavi SM, Gouya MM, Ramazani R, Davanlou M, Hajsadeghi N, Seddighi Z. Cancer incidence 
and mortality in Iran. Annals of Oncology 2009; 20(3): 556-63. 
8.Moradi A, Khayamzadeh M, Guya MM, Mirzaei HR, Salmanian R, Rakhsha A, et al. Survival of 
colorectal cancer in Iran. Asian Pac J Cancer Prev 2009; 10(4): 583-6. 
9.Azadeh S, Moghimi-Dehkordi B, Fatem S, Pourhoseingholi M, Ghiasi S, Zali M. Colorectal cancer 
in Iran: an epidemiological study. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention. APJCP 2007; 9(1): 
123-6. 
10.Yang G, Li X, Li X, Wang L, Li J, Song X, et al. Traditional chinese medicine in cancer care: a 
review of case series published in the chinese literature. Evidence-Based Complementary and 
Alternative Medicine. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine 2012; 9(1): 1-8. 
 11.Møller P, Wallin H, Knudsen LE. Oxidative stress associated with exercise, psychological 
stress and life-style factors. Chemico-biological Interactions 1996; 102(1): 17-36. 
12.HemaIswarya S, Doble M. Potential synergism of natural products in the treatment of cancer. 
Phytotherapy Research 2006; 20(4): 239-49. 
13.Panahi Kokhdan E, Ahmadi K, Sadeghi H, Sadeghi H, Dadgary F, Danaei N, et al. 
Hepatoprotective effect of Stachys pilifera ethanol extract in carbon tetrachloride-induce 
hepatotoxicity in rats. Pharmaceutical Biology 2017; 55(1): 1389-93. 
14.Chhetri D, Parajuli P, Subba G. Antidiabetic plants used by sikkim and darjeeling himalayan 
tribes, india. Journal of Ethnopharmacology 2005; 99(2): 199-202. 
15.Zargari A. Medicinal plants. Tehran: Tehran University Press; 1992; 45. 
16.Farjam MH, Khalili M, Rustayian A, Javidnia K, Izadi S. Biological activity of the n-butanolic 
extract of Stachys pilifera. African Journal of Microbiology Research 2011; 5(28): 5115-9. 
17.Hadjiakhoondi F, Ostad S, Khanavi M, Hadjiakhoondi A, Farahanikia B, Salarytabar A. 
Cytotoxicity of two species of Glaucium from Iran. JMP 2013; 1(45): 85-92. 
18.Mianabadi M, Panahi E, Sadeghi H, Jafari A. K562 cell cycle arrest in G0/G1 phase by two 
species of Daphne family. ISMJ 2015; 18(1): 125-34. 
19.Kokhdan EP, Mianabadi M, Sadeghi H, Khalaf M. The effects of two species of daphne, betulin 
and betulinic acid on alkaline phosphatase activity in two human cancer cell lines, k562 and mcf-7. 
Armaghane Danesh Bimonthly Journal 2014;18(11): 900-9. 
20.Pal SK, Shukla Y. Herbal medicine: current status and the future. Asian Pacific Journal of 
Cancer Prevention 2003; 4(4): 281-8. 
21.Jassbi AR, Miri R, Asadollahi M, Javanmardi N, Firuzi O. Cytotoxic, antioxidant and 
antimicrobial effects of nine species of woundwort (Stachys) plants. Pharmaceutical Biology 2014; 
52(1): 62-7. 
22.Ma L, Qin C, Wang M, Gan D, Cao L, Ye H, et al. Preparation, preliminary characterization and 
inhibitory effect on human colon cancer HT-29 cells of an acidic polysaccharide fraction from 
Stachys floridana Schuttl. ex Benth. Food and Chemical Toxicology 2013; 60: 269-76. 
23.Amirghofran Z, Bahmani M, Azadmehr A, Javidnia K. Immunomodulatory and apoptotic effects 
of Stachys obtusicrena on proliferative lymphocytes. Medical Science Monitor 2007; 13(6): BR145-
BR50. 
24.Lieberthal W ,Triaca V, Levine J. Mechanisms of death induced by cisplatin in proximal tubular 
epithelial cells: apoptosis vs. necrosis. American Journal of Physiology-Renal Physiology 1996; 
270(4): F700-F8. 
 



   هاي سرطان روي سلول اي کرکدار گياه سنبلهآپوپتوتيک عصاره  تأثير

 01 (132شماره پي در پي)1318 فروردين و ارديبهشتو 1و شماره 24مجله ارمغان دانش و دوره 

25.Narendera P, Henry CL, Singh CH. Artemisinin induces apoptosis in human cancer cells. 
Anticancer Research 2004; 24(4): 2277-80. 
26.Kokhdan EP, Sadeghi H, Ghafoori H, Sadeghi H, Danaei N, Javadian H, et al. Cytotoxic effect 
of methanolic extract, alkaloid and terpenoid fractions of Stachys pilifera against HT-29 cell line .
Research in Pharmaceutical Sciences 2018; 13(5): 404. 
27.Efferth T, Dunstan H, Sauerbrey A, Miyachi H, Chitambar CR. The anti-malarial artesunate is 
also active against cancer. International Journal of Oncology 2001; 18(4): 767-73. 
28.Tavakkoli M, Miri R, Jassbi AR, Erfani N, Asadollahi M, Ghasemi M, et al. Carthamus, Salvia 
and Stachys species protect neuronal cells against oxidative stress-induced apoptosis. 
Pharmaceutical Biology 2014; 52(12): 1550-7. 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



و همكاران اسماعي  پناهي کوخدان  

(132شماره پي در پي)1318 فروردين و ارديبهشتو 1و شماره 24مجله ارمغان دانش و دوره   22 

Armaghane-danesh, Yasuj University of                                                                                   Original Article 
Medical Sciences Journal (YUMSJ) 
 

Apoptotic Effect of the Stachys pilifera Bent 

Cancer Cell Line Colorectal Plant Extracts on 

(HT- 29) 
 

Panahi Kokhdan E
1
, Sadeghi H

2
, Ghafoori H

1
, Sadeghi H

2
, Danaei N

2
, Salaminia SH

2
, Aghamaali MR

1*
 

 
1
Department of Biology, University of Guilan, Rasht, Iran, 

2
Medicinal Plants Research Center, Yasuj University 

of Medical Sciences, Yasuj, Iran 
 

Received: 2 Jun 2018    Accepted: 19 Aug 2018 
 

Abstract: 

 
Background & aim: Stachys pilifera Benth (Lamiaceae) is used in traditional medicine to treat a 
variety of diseases. Despite some reports on the antitumor effects of some species of this genus, 
anticancer activity of Stachys pilifera has not been yet reported. In the present study, the 
researchers examined the cytotoxic effect and cell death mechanisms of methanolic extract of 
Stachys pilifera and its alkaloid and terpenoid fractions on the HT-29 colorectal cell line. 
 
Methods: In the present study, HT-29 cells were cultivated and afterwards incubated in the 
methanolic extract of Stachys pilifera and its fractions at various concentrations for 24 hours. Cell 
viability was measured by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 
assay. The effects of the extract and the tests performed on cell death mechanisms such as 
fragmentation of DNA and apoptosis were performed by flow cytometry. Cisplatin was used as the 
positive control. The collected data was analyzed by ANOVA and Tukey test. 
 
Results: The results of IC50 of methanolic extract, alkaloid, tropenoid, and cisplatin on HT-29 cells 
after 24 hours were 612.8, 46.4, 46.8 and 4.06 μg / ml, respectively. The results indicated that the 
inhibition of cell proliferation was dose-dependent. The methanolic extracts of Stachys and cisplatin 
resulted in DNA fragmentation. The results of apoptosis test revealed that the highest percentage 
of apoptosis was observed in cisplatin (30.8%) and methanolic extracts (23.2%) than the control 
(untreated) group (P <0.05). 
 
Conclusion: These findings provide a basis for the therapeutic potential of S. pilfera in the 
treatment of colon cancer. 
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