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)MMPs (هاي فیبروبلاستدر کشت سلول)HEP2(
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چکیده
و در نتیجه ینازها ئتماتریکس متالوپروفعالیتبر  )Ficus Carica(برگ انجیر يعصارهمهاري  این مطالعه، بررسی اثر هدف از
سه  بهبرگ انجیر  يعصاره ،به این منظور. است)HEP2(فیبروبلاستدر کشت سلول هاي توموري، متاستاز سلول تکثیر و ممانعت از

µl5، به ترتیب مقادیر فوقسلولی يردهحاويکشت سلولايخانه 24هاي با استفاده از پلیت . الکلی تهیه شدالکلی و-بیآبی، آشکل 
 5/0غلظت نهایی (الکلی–بیآيعصارهµl5،)درصد 1غلظت نهایی(بیآيعصارهµl10،)درصد 5/0غلظت نهایی (بیآيعصاره
لکلیا يعصارهµl5و  )درصد1/0غلظت نهایی(الکلی يعصارهµl1، )درصد 1غلظت نهایی(الکلی –بیآيهعصارµl10، )درصد

 .گرفته شد، در نظربا محتویات مشابه گوده تست اما فاقد عصارهگوده کنترل، براي هر گوده، یک  . اضافه شد )درصد 5/0غلظت نهایی (
آمیزي رنگروش ساعت، با استفاده از  72و  48، 24و اثرات عصاره پس از گذشت  گذاشته شدند ها در گرمخانه کشت سلولسپس پلیت

ه نتایج ب.قرار گرفتند بررسی مورد ،براي دیدن باندهاي هضمی زایموگرافی ژلاتینروش سیتوتوکسیسیتی و تریپان بلو براي مشاهده 
ه بساعت  48و  24میکرولیتر به ترتیب پس از  1و 5الکلی به میزان  يعصاره، نشان داددست آمده در بررسی با میکروسکوپ معکوس، 

-، باعث مرگ سلولنیز الکلی برگ انجیر  -بیآياز عصارهµl10ساعت، مقدار 72پس از گذشت .گردیدی موجب مرگ سلولطور کامل 
ریکس مات فعالیتبرگ انجیر بر  ياثر مهاري عصاره ،هاي تستها به روش زایموگرافی، در تمامی گودهنزیمآفعالیتدر بررسی .ها شد

هاي کنترل باند هضمی ایجاد شده با مقایسه با مارکر استاندارد مورد استفاده، از طرفی در تمامی گوده. ینازها مشاهده شدئمتالوپروت
-یید میأرا تینازها ئماتریکس متالوپروت فعالیت برگ انجیر بر ياثر مهاري عصاره این بررسی.دادنشان میرا MMP9وزن مولکولی 

اثرتر بیشبررسی به، بالینیو انجام مطالعاتدر کنار زایموگرافی مولکولی هاي روش استفاده ازباشود توصیه می،ین رواز ا.کند
.پرداخته شود طور جداگانهمتالوپروتئینازها به بر انواع این گیاه  يعصاره

سیتوتوکسیسیتی ،برگ انجیر، زایموگرافی ي، عصارهفیبروبلاستمتالوپروتئینازها، :  کلمات کلیدي

مقدمه
ي از اخانواده)MMPs(1هاینازئماتریکس متالوپروت

خود  پروتئازي هستند که هاي داراي فعالیتنزیمآ
ري از پروتئازها، به نام فوق ي بزرگتخانواده يزیرمجموعه

ها علاوه بر MMPs. باشندمی 2زینسنخانواده مت

، دانشگاه تهران ي دامپزشکیدانشکده ،هاي داخلیگروه بیماري استاد*1
دانشگاه تهران ،ي دامپزشکیدانشکده اي،دکتراي حرفه يآموختهدانش 2
دانشگاه تهران ،ي دامپزشکیدانشکده ،هاي داخلیگروه بیماري دانشیار3
دانشگاه تهران ،ي دامپزشکیدانشکده ،آزمایشگاه مرکزي کارشناس4

شامل  هاي ماتریکس خارج سلولی،ینئپروت يتجزیه
هاي در پردازش مولکولکلاژن، ژلاتین، الاستین و کازئین، 

زاد کردن آهاي سطح سلول، فعال زیستی، گیرنده
و  هالیگاندهاي اپوپتوز و غیرفعال کردن کموکاین

E-mail: natyabi@ut.ac.ir)مسئول ينویسنده(

1- Matrix metalloproteinases (MMPs)
2- Metzincin
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 Libert and(هستند، داراي نقش شناخته شده هاسیتوکاین

Van lint 2007( ینازها نقش مهمی در ئماتریکس متالوپروت
هاي مرتبط با فرایندهاي مختلف بازسازي بافت

زایی، ، رگزاییریختفیزیولوژیک یا پاتولوژیک مانند 
ین، علاوه بر ا. کنندو متاستاز ایفا میترمیم بافت 

ش نقرتریتآروند استئوینازها درئماتریکس متالوپروت
Lee et(دارندفعال  al. 2003 ( نقش فعال ماتریکس

عنوان ورت ئآنوریسم آزاییبیماري ینازها درئمتالوپروت
ها باعث تخریب نزیمآمقادیر زیاد این شده است که 

علاوه بر .گرددئورت میآيهاي دیوارهینئساختار پروت
ها و نزیمآتعادل بین مقدار این هم خوردن ه ب،این

هاي حاد و مزمن هاي بیمارينشانهها از نآهاي مهارکننده
 Snoek-van Beurden and Von(باشدعروقی می -قلبی

den Hoff 2005(.
MMPs هاي ماتریکس خارجینئپروت يها با تجزیه 

و یا شرایط محیطی سلولی سبب متازتاز تومورها شده 
ها و ایجاد مناسب براي تحریک پرولیفراسیون سلول

Chambers(کنندتومور اولیه را فراهم می and Matrisian 

1997.(
ند که پرولیفراسیون اهنشان داددیگر از طرفی مطالعات 

تهاجمی، با افزایش تولید انواع هاي توموريسلول
گردد و ینازهاي استرومال تشدید میئماتریکس متالوپروت

تر هاي توموري نیز آساندر این شرایط متاستاز سلول
 ,Deryugina and Quigley 2006(گیردانجام می

Egeblad and Werb 2002, John and Tuszynski 
2001( .

و  MMP1 ،MMP2که مقادیر گزارش شده است
MMP9  ند، به بیامیدر تومور سرویکس رحم افزایش

و  )IL2(2اینترلوکین که با اثر ساپرسیون بر MMP9ویژه 
، نقش مهمی در Tلنفوسیتهاي در نتیجه سلول

Sheu(کندهاي توموري ایفا میپرولیفراسیون سلول et al.

هاي مترشحه از MMPsبا اطلاعاتی که از . )2001
هاي توموري و ها بین سلولاستروما و نقش واکنشی آن

اي به روي درمان هاي استرومال وجود دارد، دریچهسلول

ها با استفاده از فعال کردن ممانعت اختصاصی سرطان
 وجود آمده استه ینازها بئهاي ماتریکس متالوپروتکننده

Jodele et(داشته باشد بالاییکه شاید ارزش درمانی  al.

2006.(
 يدر علم پزشکی، مطالعات متعددي در زمینهمروزه ا

و ان داروییگیاهشناسایی ترکیبات و خواص درمانی 
به جاي داروهاي شیمیایی به عنوان هااستفاده از آن

بهینه از نظر اقتصادي، وکم خطرجانشین مناسب،
 با مطالعه2012در  Mozaffarian.گرفته است صورت

بر گیاهان طبی اظهار کردند که  انجیر از گیاهانی است که 
هاي مختلف آن از بعد پزشکی حائز اهمیت بوده و قسمت

در طب سنتی ایران نیز از آن به فراوانی استفاده شده 
پماد خمیر انجیر داراي اثر رفع التهاب کهطوريه ب. است

در تومورها بوده ودر جلوگیري از ابتلا به سرطان کاربرد 
آن  یال و ضدقارچیضدباکترخواص داشته است و نیز از 
. استشده به فراوانی استفاده می

هاي گونه يعصارهشیرابه و  کهشده است گزارش 
هاي سلول يردهمختلف انجیر داراي اثر سیتوتوکسیسیتی بر 

این دانشمندان اثر سیتوتوکسیسیتی . هستند سرطانی انسانی
 فیکوس کاریناياتانولی میوه و برگ انجیر گونه يعصاره

بررسی و مرگ سلولی را Helaسلولی انسانی يبر رده را
کردند گزارش  این گیاهيهاي مختلف عصارهدر غلظت

)Khodarahmi et al. 2011.(
Rubnov گزارش کردند که  ،2001همکاران  و

و لوبیاي  فیکوس کاریناانجیر  يشیرابهترکیبات آسیل 
و اثر مهار کنندگی اثر سیتوتوکسیسیتی بسیار قوي ، سویا

.هاي توموري دارندسلول يبر پرولیفراسیون انواع رده
درخت انجیر فیکوس  يشیرابهگزارش شده که

ثر براي مهار ؤماي ماده ،mg/ml10در غلظت را کارینارا 
معرفی کردند هاي توموريسلول يردهتولید و تکثیر 

)Hashemi and Abediankenari 2013.(
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 اي مغذي ومیوه ،2فیکوس کارینانام علمی  با1انجیر
. ها استو منبع غنی از بتاکاروتن و ویتامینمطبوع  بوده

پروتئینی و مواد چربی، انجیر علاوه بر مواد قندي، مواد ازته 
. است 4یا فیکوزین 3شیمیایی به نام پسورالن يداراي ماده

 163آید و در دماي میپسورالن در اتر به حالت متبلور در
روزافزون توجه به افزایش با.  شوددرجه ذوب می 164تا 

ثیر زندگی صنعتی امروزي در أابتلا به سرطان تحت ت
هاي و محدودیتزیاد  يو هزینه هاي مختلف سنیگروه

و  غذاییهمچنین اهمیت دارویی،،هاآن درمان شیمیایی
مختلف براي بشر دارویی اي که گیاهان ویژه صنعتی

ي مختلف گیاهانی مانند انجیر اجزابررسی ترکیبات  ،دارند
اهمیت ها برداري از ترکیبات مهم موجود در آنو بهره

رات ضد توموري که اثبه خصوص این. یابداي میویژه
 گیاه انجیرشده است و تحقیقات فوق گزارشاین گیاه در 

از بعد درخت، میوه و برگ آن را  ي، به ویژه شیرابهرا
.پزشکی حائز اهمیت کرده است

 ياستفاده از عصارهحاضر يهدف از مطالعهبنابراین 
بررسی در محیط کشت سلولی فیبروبلاست و برگ انجیر 

این الکلی و الکلی برگ-آبی، آبی يعصارهثیر انواع أت
محیط در  ي مترشحهینازهائبر ماتریکس متالوپروت گیاه

گر تواند بیاننتایج این مطالعه می. بوده استیکشت سلول
افزایش فعالیت  برگ انجیر در ممانعت از ياثرات عصاره

هاي سلولگیري از متاستازپیشینازها و ئماتریکس متالوپروت
د پرولیفراسیون تومورهاي تشدیممانعت از توموري و یا 

.  باشد بدخیم

مواد و روش کار
و  5روش ماسراسیونبه خشک برگ انجیر  يعصاره

استاندارد  يسسهؤمگیري از گیاهانعصاره هايروش طبق

1- Fig
2- Ficus carica
3- Psoralen
4- Ficusin
5- Maceration

-با حلالروش کار. )Samsam 1992(تهیه شد  ایران،

:استزیرشرح ه ب هاي مختلف
یک  در این روش: برگ انجیر بیآيعصاره يتهیه- 1

ب مقطر استریل تزریقی آml10گرم از پودر برگ انجیر با 
ریخته شدml15مخلوط و داخل یک فالکون به حجم 

دور این فالکون، جهت برقراري شرایط تاریکی و (
 پوشاندهلومینیومی آجلوگیري از اثر نور بر مخلوط، فویل 

زمایشگاه قرار آساعت در دماي  72این مخلوط ). شد
در طی این مدت، مخلوط روزي سه بار به خوبی گرفت، 

به مدت  ساعت، مخلوط مذکور 72از  پس. هم زده شد
محلول  سانتریفوژ شد، در دقیقه دور 4000دقیقه در  نجپ

به  بی برگ انجیر برداشت وآيرویی به عنوان عصاره
گراد سانتی يدرجه 40در دماي  6ي تبخیر چرخشیوسیله

حاصل جهت از دست دادن کامل  يتغلیظ شد؛ عصاره
 .ساعت در دماي آزمایشگاه قرار گرفت 24حلال به مدت 

 يي عصارهجامد جهت تهیه ياز این عصارهmg10سپس
یا  µl1درµg10غلظت (آب مقطر حل شد ml1مایع، در 

هاي در ویال مذکور يپس از آن، عصاره). یک در صد
ml2 گراد سانتی يدرجه 20ریخته و در دماي منفی

. گردیدمنجمد
در این : الکلی برگ انجیر -بیآيي عصارهتهیه- 2
 70اتانول ml10یک گرم از پودر برگ انجیر با  روش
با استفاده از  درصد 70اتانول (شدمخلوط مرك  درصد
 در ساعت 72و ) درجه و آب مقطر ساخته شد 96اتانول 

مطابق روش بالا زمایشگاه آدماي  شرایط تاریکی و در
 -بیآيعنوان عصارهه ی بمحلول رویسانتریفیوژ شد و 

تبخیر  پس از تغلیظ باالکی برگ انجیر برداشت و
از این mg10، از دست دادن کامل حلالو چرخشی 

الکل ml1ي مایع، در ي عصارهجامد جهت تهیه يعصاره
). صدیا یک درµl1درµg10غلظت (حل شد؛  درصد 70

سی هاي یک و نیم سیدر ویال ي مذکورپس از آن، عصاره

6- Rotary evaporatin
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 نگهداريگراد سانتی يدرجه 20ریخته و در دماي منفی 
.شد

در این روش :  ي الکلی برگ انجیري عصارهتهیه-3
 96اتانول ml10از پودر برگ انجیر بایک گرم  میزان

 ساعت تا 72مرك مخلوط شد و سپس به مدت درصد
، مطابق زمایشگاهآیک هفته در شرایط تاریکی و در دماي 

از محلول رویی جهت ml50روش بالا سانتریفیوژ شد و 
 يدرجه 40و در دماي  تبخیر چرخشی برداشت شد

.صورت گرفت گراد به مدت نیم ساعت تبخیر الکلسانتی
پس از تبخیر الکل عصاره به صورت رسوبات سبز رنگ 

مده در آدست ه این مخلوط ب .ب باقی ماندآنامحلول در 
در این (ب نیز جدا شودآدماي اتاق خشک شد تا فاز 

بی آساعت بخش  48تا  24بررسی پس از گذشت
جامد  ياز این عصارهmg10سپس ). خشک شد ،مخلوط

حل شدml1DMSO1مایع، در يعصارهي جهت تهیه
ي پس از آن، عصاره).یا یک درصدµl1در µg10غلظت (

 20ریخته و در دماي منفی ml2هايمذکور در ویال
.شد نگهداريگراد سانتی يدرجه

2تلیالهاي اپیسلول ءبا منشا انسانیسلول فیبروبلاست

)HEP2 ( تهران رویان يموسسه دراز سل لاین تهیه شده ،
 درصد 5حاوي ،3DMEMهاي کشت سلولدر فلاسک

کشت روز تا یک هفته  5به مدت FBS4سرم جنین گاوي
پس از سه بار پاساژ و رسیدن ها سلول.  کشت داده شد

در ml1به مقدار ، ml/105×2ها به تعداد مورد نیازسلول
به اي مخصوص کشت سلول، خانه 24خانه پلیت 14

:کشت داده شدندهمراه مواد زیر 
 درصد 5حاوي DMEMمحیط کشت لیتر ازمیلییک  -1

FBSسرم جنین گاوي

مولارمیلی 2گلوتامین -ال -2
U/ml100سیلین به میزان بیوتیک پنینتیآ-3

1- Dimethyle sulfoxide
2- Human Epithelial cell
3- Dulbecco”s Modified eagle Medium
4- Fetal Bovine Serum

mlµg100/بیوتیک استرپتومایسین به میزاننتیآ-4
µg25/0به میزان Bمفوتریسین آضدقارچ  -5

سري پلیت مشابه  3ل حداق ،هر سري آزمایشدر 
 هاپلیت. ا تایید شوندهتا صحت آزمایش. شدگذاشته می
ساعت در گرمخانه کشت سلول با شرایط  48به مدت 

-دي درصد 5ي حاو، گرادسانتی يدرجه 37دمایی 

 ساعت یک بار 24هر . نداکسیدکربن قرار داده شد
-رنگ ها باسلول زنده بودن وضعیتشمارش سلولی و 

-میبررسی استفاده از میکروسکوپآمیزي تریپان بلو و 

زنده و سالم بودند  درصد 98ها تا چنانچه سلول.شد
ساعت که  48پس از گذشت  . یافتآزمایش ادامه می

با استفاده (کف پلیت را پر کرده بودند درصد 50ها سلول
سلول سه بار کشت هاي ، پلیت)از میکروسکوپ معکوس

شست و شو داده PBSبا محلول نمکی بافر فسفات
DMEMمحیط کشت ml1ن به میزانآپس از . ندشد

. گوده پلیت اضافه گشت 14فاقد سرم به هر گوده از 
بی برگ انجیر به آيعصارهاول  يبه دو گوده سپس

نیز  ي کنترلدو گوده. گردیداضافه µl10و µl5میزان 
ml1ها در نظر گرفته شد که حاوي نآیک از براي هر

يها به جاي عصارهنآمحیط کشت فاقد سرم بودند و به 
به عنوان ب مقطر استریلآµl10و µl5بی برگ انجیر، آ

 يگوده براي عصاره 4در جمع (بی اثر تلقیح شد يماده
.)آبی

يعصارهµl10وµl5ي بعدي، به ترتیب به دو گوده
ها نیز براي این گوده. الکلی برگ انجیر اضافه شد -بیآ

محیط کشت فاقد سرم و به ml1دو گوده کنترل حاوي 
به عنوان درصد 70الکل µl10و µl5ترتیب به میزان 

 يگوده براي عصاره 4در جمع (بی اثر اضافه شد  يماده
.)الکلی - آبی 

 يعصارهµl1و µl5نهایی به میزان  يبه دو گوده
براي این دو گوده نیز، دو . الکلی برگ انجیر اضافه گردید

محیط کشت فاقد سرم به همراه ml1کنترل حاوي  يگوده
DMSO)به میزان ) بی اثر يبه عنوان مادهµl5 وµl1 در

.)الکلی يگوده براي عصاره 4در جمع (نظر گرفته شد
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اینعلاوه بر این، دو گوده جهت حصول اطمینان از 
ي مورد نظر هستند نازهایئمتالوپروت، هاي درگیرنزیمآکه 
ml1ل وگوده حاوي سلو در نظر گرفته شد؛ هر دو نیز

ي هضمی که در مرحله(محیط کشت فاقد سرم بودند
، افزوده EDTAها نآزایموگرافی، به بافر هضمی یکی از 
مورد ، EDTAبدونشد و دیگري با بافر هضمی 

لازم به ذکر است تمامی مراحل ). زایموگرافی قرار گرفت
هاي لودگیآمربوط به کشت سلول به منظور جلوگیري از 

ن، آپس از . لامینار انجام گردیداحتمالی، در زیر هود 
با شرایط خانه کشت سلول پلیت کشت سلول در گرم

-دي درصد 5گراد و حاوي سانتی يدرجه 37دمایی 

. اکسیدکربن قرار داده شد
ي وسیلهه ب هاپلیتساعت،  24پس از گذشت 
تا .مورد بررسی قرار گرفتند 1میکروسکوپ معکوس

هایی که دچار هاي زنده، سالم و نرمال را با سلولسلول
یید أبراي ت.مرگ سلولی شده بودند تشخیص داده شوند

آمیزي وضعیت سلامت یا مرگ سلولی از روش رنگ
از محیط ml5/0به میزانسپس، .  استفاده شدبلوتریپان

هاي برداشت و در ستونهر گوده کشت سلولی 
ریخته KD10معادل2برش باوفیلتراسیون اپندورف میکر

در دور  13000شد، سپس به مدت هشت دقیقه با سرعت 
از ماده روي فیلتر جهت µl10سانتریفوژ شد، مقدار دقیقه 

بررسی میکروسکوپی، در .شدفی برداشت ازایموگر
نیز تکرار شد و زایموگرافی دو بار، یکی  72و  48ساعات 
ساعت،  72ساعت و دیگري پس از گذشت  24پس از 

.انجام گردید
سلول، در شرایط  Lµ200:بلوآمیزي تریپانرنگ روش

با حجم  لیتري منتقل ومیلی 2اپندورف  ياستریل به لوله
در محلول کلرور سدیم  درصد 4/0مساوي از تریپان بلو 

دقیقه در 3، به مدت درصد PBS08/0و درصد 81/0
لام  يوسیلهه سپس ب .حرارت آزمایشگاه انکوبه شد

1- Inverted Microscope
2- Cut off

هاي زنده  شمارش نئوبار و میکروسکوپ نوري سلول
شد تلقی می مثبت درصد 98مانی میزان زنده. گردیدند

)Altman et al. 1993(.
 زمایشآاین انجام براي: بر ژلاتین روش زایموگرافی

 ايصفحات شیشه از، 2014در سال Taheriمطابق روش 
 ازبا استفاده ظور براي این من استفاده شد؛ یدآمژل اکریل
جهت جدا نمودن 3بیورادلکتروفورز عمودي دستگاه ا
و ژل  درصد 5ینی، از ژل متراکم کننده ئپروت باندهاي

Taheri et(ستفاده شدادرصد 12ي جداکننده al. 2014(.
ژل ml10به منظور ساخت : تهیه ژل جدا کننده

ن به آکه به (ب مقطرآµl3300، درصد 12ي جداکننده
-درجه 60ژلاتین اضافه شده و در دماي  درصد 1/0میزان 

مخلوط اکریل  µl4000، )گراد حل شده بودسانتی ي
محلول تریس µl2500،درصد 30میدآبیس اکریل  -میدآ

mM5/1 8/8باpH=،µl100SDS درصد 10محلول ،
µl50 ومونیوم پرسولفات آدرصد 10حلول مµl5

TEMEDها را با هم مخلوط نموده و در فضاي بین شیشه
ن، به منظور داشتن سطح صاف آسپس روي . ریخته شد

آب  پلیمریزه شدن ژل جدا کننده،پس از ، در ژل جداکننده
. مقطر اضافه گردید

به  درصد 5ژل متراکم کننده  : ژل متراکم کننده يتهیه
از این ژل،ml5جهت ساخت :صورت زیر ساخته شد

µl3400با ب مقطر، آµl850  بیس  -میدآمخلوط اکریل
از محلول تریس یک مولار  µl625،درصد 30مید آاکریل 

µl25،درصدSDS10محلول 8/6pH= ،µl50با 
µl5و ، درصد 10مونیوم پرسولفات آمیکرولیتر محلول 

TEMEDب مقطر آي با هم مخلوط شد و پس از تخلیه
بین دو شیشه  يماندهروي ژل جدا کننده، در فضاي باقی

در داخل این ژل مخصوص يسپس شانه .گردید اضافه
متراکم کننده، ه شدن ژل پس از پلیمریز. قرار داده شد

در داخل ، میدهاي اکریل آاي حاوي ژلصفحات شیشه
 حرکتتانک با بافر . تانک زایموگرافی قرار گرفت

3- Biorad
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گلیسین، gr4/14تریس،  gr3: شامل(زایموگرافی 
gr1SDS  ي مذکور از شانه. پر شد) ب مقطرآدر یک لیتر

ه هاي ایجاد شده بها در گودهژل خارج شده و نمونه
µl10هاسازي نمونهمادهآبراي . ریخته شد، شانه يوسیله

بافر µl10از سوپ کشت سلولی میکروفیلتر شده با
ml25/1ب مقطر دیونیزه، آml55/3(زایموگرافی ينمونه

ml2گلیسرول،8/6pH= ،ml5/2مولار با 5/0تریس 
SDS10 و درصدml2/0  درصد5/0برومو فنول بلو (

ن آاز  µl12، پنج دقیقهمخلوط شد و پس از گذشت 
. شدداخل گوده مربوطه ریخته 

مده، از آدست ه براي تعیین وزن مولکولی باندهاي ب
 يینی ساخت شرکت سینا کلون، که در گودهئمارکر پروت

.مجزایی ریخته شد، استفاده گردید
ي مجزا ، در دو گودهي مورد آزمایشهاعلاوه بر نمونه

الکلی  -بیآي و عصارهمقایسهسرم خون انسان جهت 
هاي نزیمآ برگ انجیر جهت اطمینان از عدم وجود

سپس ولتاژ دستگاه . پروتئازي در خود عصاره، ریخته شد
ولت تنظیم گردید و تا زمان رسیدن خط رنگ به  80روي 

پس از اتمام  .انتهاي ژل، عمل الکتروفورز ادامه یافت
 الکتروفورز، ژل از دستگاه خارج شد و به مدت نیم

5/2با غلظت  100Xساعت در محلول حاوي ترایتون 
سپس به مدت . حذف شود SDSقرار گرفت تا  درصد

، =8pHبا mM50تریس (ساعت در بافر انکوباسیون 18
قرار ) ب مقطرآml500کلسیم کلرید در mM5حاوي 
هاي زایموگرافی یکسان تمام نمونه این بافر براي(گرفت 

که تنها ی یهااستفاده شد؛ اما در زایموگرافی یکی از گوده
، بدون هرگونه عصاره یا حاوي سلول و محیط کشت

 EDTAن آبی اثر بودند، علاوه بر موارد فوق، به  يماده
.میزي شدآسپس ژل رنگ). نیز افزوده گشت
پودر کوماسی بلو gr5/2ي محلول رنگ، به منظور تهیه

اسید استیک  ml100و درصد 50متانولml900با 
جهت ساخت محلول رنگ بر .گلاسیال مخلوط شد

ml300 ،متانولml600ب مقطر و آml100  اسید استیک
ژل را به مدت نیم ساعت در محلول  .با هم مخلوط شد

رنگ قرار داده و سپس از محلول رنگ خارج کرده و در 
هضم باندهاي مربوط به  .بر قرار داده شدرنگمحلول 

ي ینازها به صورت شفاف در زمینهئمتالوپروتژلاتین توسط 
.بی مشخص گردیدآ

نتایج
هاي کشت سلول حاوي گوده يدر بررسی و مشاهده

الکلی -آبی، آبی يشامل عصاره هاي برگ انجیر،عصاره
میکروسکوپ  ، با استفاده ازساعت 24پس از و الکلی،
ها بابلو و بررسی سلولآمیزي تریپانو رنگمعکوس

، درصد 98تا  هاگودههاي تمام سلولمیکروسکوپ نوري، 
µl5حاويتست  يدر گوده به جز ودند؛سالم و نرمال ب

از بین  ه کلیب هاسلول ، کهالکلی برگ انجیر يعصاره
48در بررسی . رفته و دچار مرگ سلولی شده بودند

هاي زنده و نرمال ها سلولساعت بعد، در تمامی گوده
یک وµl5حاوي تست  هايبه جز گودهند مشاهده شد

µl1ها مشاهده و کنترل سلول. الکلی برگ انجیر يعصاره
-ساعت بعد نیز تکرار شد که این بار علاوه بر سلول 72

µl10حاوي هاي گوده تست سلولاخیر، هاي هاي گوده
دچار مرگ تماماًنیز، الکلی برگ انجیر  -بیآي صارهع

µl5ويحاتست  يهاي گودهسلول. سلولی شده بود
، حتی پس از طی زمان الکلی برگ انجیر-آبیيعصاره

.زنده و سالم و نرمال بودند درصد 98تا ساعت  72
هاي پس از زایموگرافی محیط کشت سلولی گوده

:مدآدست ه نتایج زیر ب ، مذکور
بی برگ آي عصارهµl10محتوي (تست  يدر گوده

، 24هايیک از زمان هر، پس از گذشت)درخت انجیر
در زایموگرام حاصله  یساعت، هیچ باند هضم 72و48

ب آµl10محتوي (این تستکنترل  يدر گودهایجاد نشد، 
، در زایموگرام حاصل از )بیآيمقطر، جایگزین عصاره

ی به وضوح ساعت بعد، باند هضم72و24ان زم هر دو
در دهد که این مشاهده نشان می).1تصویر (مشاهده شد

اثر برگ انجیر در غلظت فوق  يعصارهتست، هاي گوده
باند نتیجه  و درشتهداهاي آزاد شده  MMPsمهاري بر 

.شده استنتشکیل هضمی
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بی برگ درخت آياز عصارهµl5تست يدر گوده
ساعت در بر  24ل بعد از زایموگرام حاص انجیر نیز،

 72موگراماما در زای .نبود ینئهضمی پروتباند يدارنده
ی بسیار ضعیف و باریکی نمایان ساعت بعد، باند هضم

ب مقطر، آµl5محتوي(این تستکنترل  يگودهدر. شد
 دو نتایج زایموگرافی پس از هر) بیآبه جاي عصاره 

تصویر(دادرا نشان می ینئپروتهضمی ور باند زمان، حض
2.(

 24به ترتیب از چپ به راست، زایموگرام کنترل : 1تصویر 
عصاره آبی برگ انجیر،  µl10ساعت و نمونه تست  72و 

ساعت 72و  24پس از 

24چپ به راست، زایموگرام کنترلبه ترتیب از :2تصویر
انجیر، پس عصاره آبی برگ µl5ساعت و نمونه تست 72و 

ساعت 72و 24از 

الکلی برگ  -بیآي عصارهµl10وي حايدر گوده
ساعت به دلیل اثر مهاري  24پس از درخت انجیر، 

باند هضمی تشکیل مربوط به آن، عصاره، در زایموگرام 
 نتایجمرگ سلولی نیز به دلیل ساعت  72پس ازو نشد 

این کنترل  يدر گودهاما .گردیدزایموگرافی فاقد ارزش 
ي به جاي عصاره درصد 70الکل µl10شامل (تست

زمان  نتایج زایموگرافی، پس از هر دو) یالکل -بیآ
).3تصویر (دادی را نشان میمذکور، حضور باند هضم

الکلی  -بیآي عصارهµl5تست حاوي يدر گوده
هیچ باند 24زایموگرافی پس از  برگ درخت انجیر، نتایج

در زایموگرام حاصله در حالی که داد،ی را نشان نمیهضم
 شدهساعت، باند هضمی بسیار ظریفی، تشکیل  72پس از 
 70الکل  µl5حاوي (این تستي کنترل در گودهبود و 
 ، پس از هر دو)الکلی -بیآيبه جاي عصارهدرصد 

).4تصویر (ی تشکیل شدزمان مذکور، باند هضم

به ترتیب از چپ به راست، زایموگرام گوده کنترل : 3تصویر 
الکی برگ  -عصاره آبیµl10ساعت و نمونه تست  72و  24

ساعت 72و  24انجیر پس از 

چپ به راست، زایموگرام گوده کنترلبه ترتیب از: 4تصویر
الکلی  -عصاره آبیµl5نمونه تست وساعت،72و24

ساعت 72و24برگ انجیر پس از
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ي الکلی برگ عصارهµl5تست حاوي  يدر گوده
ساعت  24ها پس از دلیل مرگ سلوله ، بدرخت انجیر

ها زایموگرافی انجام نشد، چرا که در موارد مرگ سلول
اما . زایموگرام از ارزش تشخیصی برخوردار نخواهد بود

به جاي  DMSOي مادهµl5حاويي کنترل در گوده
باند ساعت،  72و  24زماندو در هر  ،الکلیيعصاره

.تشکیل شد ینهضمی پروتئ
الکلی برگ درخت  يعصارهµl1تست يدر گوده

، هیچ باند ساعت24انجیر، در زایموگرام حاصل پس از
به  ساعت بعد، 72و  48اما در  .ینی مشاهده نگردیدئپروت

عدم  زایموگرام به دلیل ودلیل مرگ سلولی کامل 
يدر گوده. ی، تهیه نشدبرخورداري از ارزش تشخیص

ي ایگزین عصارهج(، DMSOيمادهµl1کنترل حاوي 
ینی ئوتباند پرساعت،  72و  24زمان ، در هر دو )الکلی

.تشکیل گردید
هیچ یک از  دربرگ انجیر،  يعصاره يزایموگرام گوده

 یینئپروتهضمی ساعت، داراي باند  72و24هاي زمان
پروتئازي متالوهاي نزیمآ، این نتیجه، احتمال حضور ندنبود

در زایموگرام گوده حاوي .کندخود عصاره رد میرا در 
بی اثر،  يسلول و محیط کشت بدون هیچ عصاره یا ماده

اما در زایموگرام . ین، ظاهر شدئباندهاي هضمی پروت
-مادهگوده محتوي سلول و محیط کشت، بدون عصاره یا 

افزوده  EDTAن، آبی اثر، که به بافر هضمی زایموگرام  ي
زیرا . ین پدیدار نگشتئشده بود، هیچ باند هضمی پروت

EDTA فعال با شلاته کردن کلسیم، کوفکتور مورد نیاز
در کند و ینازها را از دسترس خارج میئبودن متالوپروت

.شودمی مهار ها MMPsپروتئازير اث ينتیجه
محتوي سرم انسان، داراي  يزایموگرام حاصل از گوده

هاي حضور متالوپروتئاز يباندهایی بود که نشان دهنده
مارکر  يزایموگرام حاصله از گوده . باشدفعال می

هاي تست و ینی، در مقایسه با زایموگرام گودهئپروت
ار ما کنترل، وزن مولکولی باندهاي ظهور یافته را در اختی

 هاي تستباند ایجاد شده در زایموگرام.هددقرار می
ینی، داراي وزن ئ، در مقایسه با مارکر پروتحاضر يمطالعه

 بود؛ که این وزن مولکولی مربوط به 92KDمولکولی 
.باشدمی )MMP9(9ماتریکس متالوپروتئاز 

بحث
هاي دهد عصارهنتایج حاصل از این بررسی نشان می

انجیر، سبب مهار کامل و یا  الکلی برگ - آبی و آبی
ینازها، در کشت سلول ئکاهش فعالیت ماتریکس متالوپروت

 ياز عصاره µl5در حضور میزان .  شودفیبروبلاست می
ینی بسیار ضعیفی ئساعت، باندهاي پروت 72آبی، پس از 

از  µl5دهد که غلظت تشکیل گردید؛ این نشان می
 يمهارکنندهتواند آبی، در طولانی مدت نمی يعصاره

در .  ینازها، باشدئمناسبی براي فعالیت ماتریکس متالوپروت
از این عصاره، مهار کامل و  µl10که در میزان صورتی

. شدساعت دیده می 72عدم حضور باند هضمی در تمام 
از  µl10توان چنین گرفت که میزان از این رویداد می

ینازها، ئآبی، در مهار فعالیت ماتریکس متالوپروت يعصاره
باتوجه به اثر مشابه هر دو مقدار، (µl5تر از میزان موفق

، )ساعت72ها حتی پس از گذشت در سالم ماندن سلول
. عمل کرده است

، مهار µl10الکلی برگ انجیر در میزان  -آبی يعصاره
؛ اما این میزان از ینازها را نشان دادئکامل فعالیت متالوپروت

ساعت  72ها پس از گذشت عصاره، باعث مرگ سلول
از این عصاره، حالت نرمال و µl5در حالی که میزان .  شد

ها را به طور کامل، حتی پس از گذشت سالم ماندن سلول
یافتن مقدار  ،در نتیجه. ساعت، به همراه داشت 72

ماتریکس الکلی، هم از نظر مهار  -ي آبیتر عصارهمناسب
ها، ینازها و هم از نظر حفظ سلامتی سلولئمتالوپروت

. باشدتر میبیش ياهنیازمند آزمایش
الکلی برگ انجیر، حتی در مقدار یک لاندا،  يعصاره

بررسی اثرات این  ،شود؛ در نتیجهمنجر به مرگ سلولی می
ینازها و سپس ئنوع عصاره بر فعالیت ماتریکس متالوپروت

ثر و غیرتوکسیک از این عصاره، ؤبه مقادیر مدستیابی 
. باشدتر مینیازمند مطالعات بیش
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ها وجود به طور کلی، چهار دسته پروتئاز در سلول
دارند، متالوپروتئازها، سرین پروتئازها، اسپارتیک 

اسپارتیک پروتئازها و . پروتئازها و سیستئین پروتئازها
 =5/3pH-4هستند که درسیستئین پروتئازها، پروتئازهایی 

کنند، از آن جا که بافر هضمی مورد استفاده در فعالیت می
قلیایی بود، بنابراین امکان فعالیت  pHاین مطالعه، داراي 

 ،از طرفی.  گردداین دو دسته پروتئاز منتفی می
متالوپروتئازها و سرین پروتئازها براي عملکرد خود نیاز 

با این تفاوت که سرین قلیایی و مشابه دارند،  pHبه 
که پروتئازها به کوفکتور فلزي نیازي ندارند، در حالی

. باشدینازها وابسته به کوفکتور فلزي میئفعالیت متالوپروت
Hu  و  2004و همکاران در سالToledano  و همکاران در

با شلاته کردن  EDTAگزارش کردند که 2012سال 
ینازها را از دسترس ئکلسیم، کوفکتور مورد نیاز متالوپروت

کند و افزودن کلراید روي نیز این ممانعت را خارج می
بنابراین در بررسی حاضر اگر با افزودن  ،کندتشدید می

EDTAتوان ، همچنان فعالیت پروتئازي برقرار بود، می
نتیجه گرفت پروتئاز فعال، سرین پروتئاز بوده و نه 

با افزودن که در این بررسی در حالی.  متالوپروتئاز
EDTA به بافر هضمی زایموگرافی، فعالیت پروتئازي ،

توان نتیجه گرفت که آنزیم فعال، بنابراین می ،متوقف شد
Hu(متالوپروتئاز بوده است et al. 2004, Toledano et al.

2012.(
-ینی، در مقایسه با زایموگرام گودهئمارکر پروت يگوده

باندهاي تشکیل شده هاي تست و کنترل، وزن مولکولی 
باند ایجاد شده در . دهدرا در اختیار ما قرار می

هاي تست این بررسی حاضر، با مقایسه با مارکر زایموگرام
که این وزن  ،بود 92KDینی، داراي وزن مولکولی ئپروت

 )MMP9(، 9مولکولی مربوط به ماتریکس متالوپروتئاز 
سل لایندر 2007و همکاران Young Heui.  باشدمی

ینازهاي دیگر ئفیبروبلاست، فعالیت ماتریکس متالوپروت
باشند و یا در مقادیر مداوم نبوده و نیازمند تحریک می

بسیار ناچیز، تولید شوند که در این صورت نیز قدرت 

-در این موارد باید از روش. ایجاد باند را نخواهند داشت

.استفاده گردد MMPهاي مولکولی براي تعیین نوع
Grimm  خود  ي، در مطالعه2004و همکاران در سال

اکسیدانی و مهارکنندگی ماتریکس نتیآبر اثرات 
پوست  يهاي عصارهمتابولیت يینازها، به وسیلهئمتالوپروت

ي عصارههاي، دریافتند که متابولیت1درخت کاج دریایی
اثرات مهاري قوي  3M2و2M1پوست این درخت شامل

MMP1( ،2(1ینازهاي ئروي ماتریکس متالوپروت
)MMP2(  9و)MMP9( اي که این دو به گونه ،دارند

باعث درصد  50، تا حدود mM5/0متابولیت با غلظت 
-از طرفی این متابولیت.  شدند MMP9مهار شدید ترشح 

ساز خود عمل تر از پیشها، بسیار فعالها در مهار آنزیم
.کردند

Jin  موفق به کشف و 2005و همکاران در سال ،
جدید و قوي بر ماتریکس  يشناسایی یک مهارکننده

متانولی گیاه  يشدند که عصاره )MMP9(9یناز ئمتالوپروت
قوي، داراي ترکیب فنولی  ياین مهارکننده.  بود 4شمشاد

در این مطالعه . باشدمی 5شامل کلوروژنیک اسید
اسید اثر مهاري قوي بر فعالیت ماتریکس  کلوروژنیک

، در روش وابسته به غلظت، در 9یناز ئمتالوپروت
، این بررسی نشان همچنین.  زایموگرافی از خود نشان داد

داد که کلوروژنیک اسید اثر سیتوتوکسیسیتی در تکثیر 
دهد نشان می اطلاعات این مطالعه . سلولی نداشته است

گیري از هاي احتمالی پیشمکه به طور طبیعی، مکانیس
مواد شیمیایی مختلف، مانند اسید  يوسیلهه سرطان ب

.دهدکلوروژنیک و دیگر ترکیبات فنولی روي می
    Young Heui آوري ، با جمع2007و همکاران در سال
 يواقع در نیمه 6جوجو ينوع گیاه طبیعی از جزیره 60

جنوبی جمهوري کره، اثرات ترکیبات این گیاهان طبیعی 

1- Maritime Pine bark
2- � −3-4- Dihydroxyphenyl-�-valerolactone
3- � −3-Methoxy-4-Hydroxyphenyl-�-valerolactone
4- Euonymus alatus
5- Chlorogenic acid (3-Caffeoylquinic acid)
6- Jeoju Island
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هاي آزاد، فعالیت آنزیم الاستاز، را بر مهار رادیکال
 mRNAو کاهش بیان  1یناز ئماتریکس متالوپروت
هدف از این .  مطالعه نمودند 1یناز ئماتریکس متالوپروت

مطالعه، بررسی اثرات ضدپیري این ترکیبات و یافتن 
.  جدید براي استفاده در لوازم آرایشی بودترکیبات طبیعی 

ماتریکس  mRNAنتایج این مطالعه در مورد کاهش بیان 
نشان داد که  RT-PCR، با استفاده از روش 1یناز ئمتالوپروت

 يو ریشه2گیاه لوئی یا نی ي، دانه1گل گیاه فلفل قرمز
، کمی 1یناز ئدر مهار ماتریکس متالوپروت 3نوعی سرخس

که به ) EGCG(4گالوکاتچین گالاتگیاه اپیتر از ضعیف
علاوه بر این، .  عنوان کنترل استفاده شده بود، عمل کردند

 ي، ریشه5چهار گیاه شامل گل گیاه فلفل آبی يعصاره
و  7گیاه نیمفا تتراگونا ي، ریشه6گیاه فلیپندورا گلابریما

، قادر هستند به طور کامل 8سبز کاملیابرگ ژاپونی سیاه و
هاي را در سلول )MMP1(1ینازئبیان ماتریکس متالوپروت

این نتایج نشان داد که . فیبروبلاست انسانی مهار کنند
آوري گیاه جمع 60این چهار گیاه، از مجموع  يعصاره

طبیعی ضدپیري در لوازم  يمادهتوانند به عنوانشده، می
.آرایشی استفاده شوند

Lee  هاي ، روي اثرات عصاره2004و همکاران در سال
ینازهاي ناشی از ئگیاهی بر فعالیت ماتریکس متالوپروت

در کشت سلول فیبروبلاست پوست انسان،  UVAي اشعه
، در تمام فصول سال در نور UVAي اشعه.  مطالعه کردند

تر خورشید وجود داشته و اثرات آن بر پوست، بیش
ي که در دراز مدت، منجر به انهبه گو ،باشددرونی می

ساز اي که زمینههاي قهوهچین و چروك پوست و ایجاد لکه
هدف از این مطالعه نیز، .  گرددسرطان پوست هستند، می

 ءت ضدچروکیدگی پوست با منشااتوسعه و یافتن ترکیب

1- Capsicum annum
2- Typha orientalis
3- Pyrrosia Hastata
4- Epigallocatechin gallate
5- Persicaria hydropiper
6- Filipendula glaberrima
7- Nymphaea tetragona
8- Camelia japonica

، با روش 1یناز ئفعالیت ماتریکس متالوپروت. گیاهی بود
از ژلاتین به عنوان پیش ماده،  فلوئورسنس و با استفاده 

علاوه بر این، بیان ماتریکس .  گیري شداندازه
، با روش UVAي ، ناشی از تابش اشعه1یناز ئمتالوپروت

الایزا و زایموگرافی ژلاتین در کشت سلول فیبروبلاست 
، مورد تجزیه و تحلیل RT-PCRپوست انسانی و تکنیک 

گیاه  ياد که عصارهنتایج این مطالعه نشان د.  قرار گرفت
داراي اثر مهاري  10هاي گل گیاه پاي خرو جوانه 9دیسنترا

 درصد w/v05/0ي که غلظت اقوي هستند، به گونه
و همین غلظت از  درصد 87گیاه دیسنترا، تا يعصاره
فعالیت  درصد 92گل گیاه پاي خر، تا جوانه و يعصاره

در .  کنندرا مهار می) MMP1(1یناز ئماتریکس متالوپروت
ها، اثر مهاري مشابه با ، این عصارهدرصدw/v1/0مقدار 

، در سرکوب بیان ماتریکس Cمیکرولیتر ویتامین  200اثر
 UVAي ، ناشی از تابش اشعه)MMP1(1یناز ئمتالوپروت

ي این دو دهد که عصارهاین نتایج نشان می.  مشاهده شد
بش نور گیاه، در جلوگیري از پیري پوست ناشی از تا

ثرند و پتانسیل استفاده در لوازم آرایش ؤآفتاب و اشعه م
.ها وجود داردضدپیري پوست، در این عصاره

Hoe-Yune  با مطالعه بر  2014و همکاران در سال
ن را بر آ، تاثیرات محافظتی 11درخت کاج يعصاره

و پیري  UVBيفیبروبلاست پوست انسان، در مقابل اشعه
این عصاره . و چروکیدگی ناشی از آن را نشان دادند

ینازها و افزایش بیان ئسبب مهار بیان ماتریکس متالوپروت
این دانشمندان گزارش کردند . شدتیپ یک پروکلاژن، می

ینازها، ئ، ماتریکس متالوپروتUVBيثیر اشعهأکه تحت ت
 ,MMP1(9و  3، 1ینازهاي ئماتریکس متالوپروت خصوصاً

MMP3, MMP9(  با تخریب کلاژن، باعث کاهش
در این مطالعه، اثرات و . شوندي پوست میالاستیسیته

برگ درخت کاج بر روي پوست  يمکانیسم عمل عصاره
هاي فیبروبلاست پوست انسان پس از قرارگیري و سلول

9- Dicentra spectabilis
10- Tussilago farfara
11- Pinus Densiflora
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، تست RT-PCRهاي ، با روشUVBي در معرض اشعه
و سنجش فعالیت آنزیمی،  )Western blot(وسترن بلات 

این عصاره، از خود فعالیت . مورد بررسی قرار گرفت
اکسیدانی نشان داد و در شرایط آزمایشگاه باعث مهار آنتی

 UVBهمچنین سمیت سلولی ناشی از اشعه  ،الاستاز شد
یناز ئرا مهار کرد و  باعث مهار تولید ماتریکس متالوپروت

1 ،MMP1 و مهار بیانmRNA 1یناز ئکس متالوپروتماتری 
.  ، در کشت سلول فیبروبلاست انسانی، گشت9و  3و 

همچنین، این عصاره باعث مهار فعالیت ماتریکس 
آن  mRNAو مهار بیان  )MMP2(، 2یناز ئمتالوپروت

علاوه بر این، این عصاره درخت کاج مانع کاهش . گردید
گرفتن پوست در هنگام قراردر،Type 1پروکلاژن 

و  Jungنتایج مطالعات .  شدمی UVBي اشعهمعرض 
درخت کاج، با تنظیم  يهمکاران، نشان داد که عصاره

ینازهاي ناشی از اشعه و ئفعالیت  ماتریکس متالوپروت
ي تواند به عنوان یک ماده، میType 1ساخت پروکلاژن 

 2003و همکاران در سال  Lee.ثر ضدپیري، مفید باشدؤم
گزارش کردند بعضی از گیاهان با اجزاي فنولی بالاتر، 

توانند دهند که میفعالیت بیولوژیکی متفاوتی را نشان می
هاي روند پیري و چروکیدگی پوست، به عنوان مهارکننده

.استفاده شوند
Lee  بر اثرات گیاهان بومی تایوان 2009و همکاران ،

پس از مواجه با  )MMP9(9یناز ئمتالوپروتبر ماتریکس 
ها هشت آن. ، مطالعه کردندBي ماوراي بنفش نوع اشعه

اجزاي فنولی . گیري نمودندگیاه بومی تایوان را عصاره
ترکیبات بیولوژیکی گیاهان فوق با روش فولین سیوکالتو 

9یناز ئفعالیت ماتریکس متالوپروت.  گیري شدنداندازه
)MMP9(  نیز به روش زایموگرافی ژلاتین اندازه گرفته

را در  MMP9ها، مهار فعالیت این عصاره يهمه. شد
 Bفرابنفش نوع يکشت سلول، پس از مواجهه با اشعه

نتایج این مطالعه نشان داد که تمامی ترکیبات . نشان دادند
. ثر باشندؤم MMP9توانند بر فعالیت فنولی می

گران مختلف در ارتباط با ات پژوهشررسی مطالعببا 
اثر گیاهان طبیعی و دارویی و همچنین انواع مختلف 

محیط ینازها درئماتریکس متالوپروتها بر مهارآن يعصاره
توان نتیجه گرفت کشت سلولی و در بدن موجود زنده، می

 يوسیلهه ها بها و افزایش فعالیت آن MMPکه با مهار 
توان از متاستاز تومورها، پرولیفراسیون گیاهان دارویی، می

 يهاي بدخیم و چروکیدگی پوست در اثر اشعهسلول
فرابنفش، پیري زودرس در اثر تجزیه و کاهش بافت 
کلاژن زیر پوست و کارتیلاژ غضروف و مفاصل بدن 

هاي انسان و سایر آثار مضر افزایش فعالیت این آنزیم
گر اثر حاظر، نیز بیانينتایج مطالعه.  سلولی ممانعت کرد

برگ انجیر بر بیان ماتریکس  يمهاري عصاره
به . باشدینازها در کشت سلول فیبروبلاست، میئمتالوپروت

 يمطالعه.  دهدنشان می MMP9ویژه این اثر را بر مهار 
حاضر به روش زایموگرافی انجام شده است و همانند 

-مهار این آنزیمنتایج مشابهی را بر مطالعات سایر محققین 

چنانچه این بررسی با .هاي پروتئینی نشان داده است
انجام شود، تولید و مهار  سایر هاي دقیق مولکولیروش

MMP رو توصیه از این.توان بررسی نمودرا نیز می ها
هاي مختلف و انجام مطالعات استفاده از روششود بامی

انجیر به عنوان  برگ يتر اثر عصارهبالینی به بررسی  بیش
یک گیاه دارویی مفید، بر انواع متالوپروتئینازها، به طور 

.جداگانه پرداخته شود



ناهید اطیابی، گلشاد نیکنام و همکاران

1396بهار، 1، شماره سیزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 24

منابع
Altman, S.A.; Randers, L. and Rao, G. (1993).

Comparison of trypan blue dye exclusion and 
Flurometric asseys for mammalian cell viability 
determinations, Biotechnology Progress, 9 (6):
671-674.

Chambers, A.F. and Matrisian, L.M. (1997).
Changing views of the role of matrix 
metalloproteinases in metastasis, Journal of the 
National Cancer Institute, 89(17): 1260-1270.

Deryugina, E.L.; Quigley, J.P. (2006). Matrix 
Metalloproteinases and Tumor Metastasis. 
Cancer Metastasis Reviews, 25(1): 9-34.

Egeblad, M. and Werb, Z. (2002). New functions 
for the matrix metalloproteinase in cancer 
progression. Nature Reviews Cancer, 2, 161-174.

Grimm, T.; Schafer, A. and Hogger, P. (2004). 
Antioxidant activity and inhibition of  matrix 
metalloproteinases by metabolites of maritime 
pine bark extract (pycnogenol). Free Radical
Biology and Medicine, 36 (6), 811-822.

Hashemi, S.A. and Abediankenari, S. (2013).
Suppressive effect of fig (Ficus carica) latex on
esophageal cancer cell proliferation, Scientific 
Journal of the Faculty of Medicine in Niš 30(2): 
93-96.

Hu, J.; Zhang, X.; Nothnick, W.B. and Spencer,
T.E. (2004). Matrix metalloproteinases and their 
tissue inhibitors in the developing neonatal 
mouse uterus. Biology of Reproduction; 71(5):
598-604.

Jin, U.H.; Lee, J.Y.; Kang, S.K.; Kim, J.K.; Park,
W.H.; Kim, J.G. et al. (2005). A phenolic 
compound, 5-caffeoylquinic acid (chlorogenic 
acid), is a new type and strong matrix 
metalloproteinase-9 inhibitor:Isolation and 
identification from methanol extract of 
Euonymus alatus. Life Sciences, 77 (22): 2760-
2769.

Jodele, S.; Blavier, L.; Yoon, J.M. and DeClerck,
Y.A. (2006). Modifying the soil to affect the 
seed: role of stromal-derived matrix 
metalloproteinases in cancer progression, Cancer 
Metastasis Reviews, 25 (1): 35-43.

John, A. and Tuszynski, GP. (2001). The role of 
Matrix Metalloproteinases in tumor angiogenesis
and tumor metastasis. Pathology Oncology
Research, 7(1): 14-23.

Jung, H.Y.; Shin J.C.; Park, S.M.; Kim, N.R.;
Kwak, W. and Choi, B.H. (2014). Pinus 
densifloria extract protects human skin 
fibroblasts against UVB-induced photoaging by 
inhibiting the expression of MMPs and 
increasing type 1 procollagen expression. 
Toxicology Reports, 1: 658-666.

Khodarahmi, G.A.; Ghasemi, N.; Hassanzadeh, F.
and Safaie, M. (2011). Cytotoxic effects of 
different extracts and latex of Ficus carina on 
HELA cell line. Iranian Journal of 
Pharmaceutical Research: 10(2): 273-277.

Kim, H.Y.; Kim, K.S.; Han, C.S.; Yang, H.C.; Park 
S.H.; KO, K.I. et al. (2007). Inhibitory effects of 
natural plants of Jeju Island on elastase and 
MMP-1 expression. INT. J. COSMETIC SCI.
29 (6): 487-488.

Lee, Y.J.; Lee, E.B.; Kwon, Y.E.; Lee, J.J.; Cho, 
W.S.; Kim, H.A. and Song, Y.W. (2003). Effect 
of estrogen on the expression of matrix 
metalloproteinase, MMP-1, MMP-3, and MMP-
13 and tissue inhibitor of metalloproteinase-1 in 
osteoarthritis chondrocytes, (Rheumatology 
International) Rheumatology International,
23(6): 282-288. 

Lee, D.H.; Lee, B.C.; Yoon, E.J.; Lee, K.E.; Park,
S.M.; Pyo, H.B. et al. (2004). Development of 
effects of plant extracts on the activity and 
expression of UVA-induced MMPs (matrix-
metalloproteases). International Journal of 
Cosmetic Science, 26 (6): 317-319.

Lee, Y.L.; Lee, M.H.; Chang, H.J.; Huang, P.Y.;
Huang, I.J.; Cheng, K.T. and Leu, S.J. (2009).
Taiwanese native plants inhibit matrix 
metalloproteinase-9 activity after ultraviolet B 
irradiation. Molecules, 14(3): 1062-1071. 

Mozaffarian, V. (2012). Recognition of Medicinal
and Aromatic Plants of Iran. Tehran, Research
Institute of Forests and Rangelands, 710-712.

Rubnov, S.; Kashman, Y.; Rabinowitz, R.;
Schlesinger, M. and Mechoulam, R. (2001),
Suppressors of cancer cell proliferation from fig 
(Ficus carica) resin: isolation and structure 
Elucidation.  Journal of Natural Products, 64
(7), 993-996.

Samsam, Shariat (1992). Evaluation and diagnostic 
methods of extraction of effective extract 
compound of Pharmacological plants,  first ed. 
Mony Express, 14-16.



. . . ي گیاهی برگ انجیر بر فعالیت بررسی اثر عصاره

139625بهار، 1، شماره سیزدهممجله دامپزشکی ایران، دوره 

Sheu, B.C.; Hsu, S.M.; Ho, H.N.; Lien, H.C.;
Huang, S.C. and Lin, R.H. (2001). A novel role 
of metalloproteinase in cancer-mediated 
immunosuppression, Cancer Research  61: 237-
242.

Snoek-van Beurden, PAM. and Von den Hoff, J.W. 
(2005). Zymographic techniques for the analysis
of matrix metalloproteinases and their inhibitors.
Bio Techniques, 38(1): 73-83.

Taheri, M.; Nabian, S.; Nikbakht, Gh.R. and
Yousefi, P. (2014). Study of cathepsins involved 
in haemoglobin and vitellin digestion in 
Rhipicephalus (Boophilus) annulatus larvae by 

one- and two- dimensional zymography. Journal 
of Veterinary Research, 69(1), 25-31.

Toledano, M.; Yamauti, M.; Osorio, E. and
Osorio, R. (2012). Zinc-inhibited MMP-
mediated collagen degradation after different 
dentine demineralization procedures. Caries 
Research, 46: 201-207.

Van Lint, P. and Libert, C. (2007). Chemokine and 
cytokine processing by matrix metalloprotein 
and its effect on leukocyte migration and 
inflammation. Journal of Leukocyte Biology, 82
(6): 1375-1381.



Vol. 13, No. 1, Spring, 2017

119 Iranian Veterinary Journal

The effects of fig leaf extract on the matrix metalloproteinases 
(MMPs) activities in the fibroblast (HEP2) cell culture

Atyabi, N.1; Niknam, G.2; Nasiri, S.M.3 and Taheri, M.4

Received: 20.12.2015 Accepted: 23.05.2016

Abstract
The aim of this study was to evaluate the effects of fig leaf extract on the activity of MMPs, 

in fibroblast (HEP2) cell culture. For this purpose, fig leaf extract was prepared in three
forms: 1) aqueous, 2) hydro-alcoholic and 3) alcoholic extracts. Using a 24 wells cell culture
plates, six wells of a plate were filled with  5�l aqueous extract, 10�l aqueous extract,  5�l
hydro _ alcoholic extract, 10�l  hydro_ alcoholic extract,  5�l alcoholic extract, and  1�l
alcohlic extract, as test samples, respectively.  For each test sample, it was considered a
control well, with the same content as test, but without the extracts. Thereafter, the plates 
were incubated at 37° C and 5%CO2. The effects of different extracts, were investigated after 
24, 48 and 72 hours, using an inverted microscope  and determination of cell viability and 
cytotoxicity by trypan blue staining. and zymography  test with gelatin for MMPs Activities. 
The result of the study were as follows: the alcoholic extract at a concentration of 5�l caused
cell death after 24 h, and a concentration of 1�l of alcoholic extract, also led to cell death after
48 hours.  Hydro_ alcoholic extract caused cell death, at a concentration of 10�l, after 72
hours.  In zymography test, it was observed the inhibitory effect of fig leaf extract on the 
MMPs activities, in all tested doses. However, there were seen enzyme activities in all control 
tests which showed the same molecular weight bands, 92KD, as was shown in standard 
marker and belonged to MMP9. The present study, confirmed the inhibitory effect of fig leaf 
extract on the activity of MMPs in cell cultures. It is recommended to continue this study with
molecular methods besides zymography, and clinical observation, using the fig leaf extract 
and its inhibitory effects on the other kinds of MMPs, separately.

Key Words: Matrix metalloproteinases, Fibroblast, Fig leaf extracts, Zymography,
Cytotoxicity
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