
  1/ شماره هشتسال بیست و                          10.22092/ISFJ.2019.118564 :(DOI)             ایران  مجله علمی شیلات 

39 

از اسفنج دریایی گونه  فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونینشناسایی  و استخراج

Dysidea avara  های سرطانی و بررسی اثر سیتوتوکسیک آن بر سلول 
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 چکیده
ها در مقابل عوامل دهد که سنتز متابولیت های ثانویه، تنها سیستم دفاعی آن شیمیایی اسفنج ها نشان می -ولوژیمطالعات اک

 های انسانی به عنوان دارو در درمان برخی از  بیماری هاکه امروزه با توجه به خواص زیستی آن شود میمحسوب کننده  تهدید
مطالعه حاضر به  .باشد ها میهای ثانویه آنها اثر سیتوتوکسیک متابولیتشود. یکی از مهمترین خواص زیستی اسفنج استفاده می

 از Dysidea avara ترکیب آلفا سانتونین استخراج شده از اسفنج دریایی گونه حاویفرکشن  بررسی خواص سیتوتوکسیک
 گیری اده از حلال استون از پودر خشک اسفنج دریایی عصارهتفبرای این منظور با اسخلیج فارس پرداخته است.  ،جزیره هنگام

ستون . کروماتوگرافی سلیکاژل استفاده شد عصاره اسفنج از ستوناز سانتونین  آلفاشد. سپس به منظور جداسازی ترکیب 
استات شست و شو داده شد و غلظت کشندگی این ترکیب توسط آزمون  یلات وهای ان هگزان  حلال کروماتوگرافی توسط

XXT با فرمول شیمیایی های سرطانی مورد سنجش قرار گرفت. ترکیب آلفا سانتونین روی رده سلول  C15H18O3  که به گروه
شناسایی شد.  24% در فرکشن شماره 91 تعلق دارد، توسط دستگاه کروماتوگرافی گازی با درجه خلوص رپن لاکتونت سزکویی

کروگرم در میلی لیتر و رده سلولی یم  90/87کارسینوم اپیتلیوم دهانی برابر با رده سلولی اثر ترکیب آلفا سانتونین نسبت به 
ترکیب  فرکشن حاوی که دادانجام شده نشان  پژوهشمیلی لیتر محاسبه شد.  میکروگرم در 09/38سرطانی لنفوسیت برابر با 

روی سلول های سرطانی دارای اثر سیتوتوکسیک بسیار قوی  D. avaraآلفا سانتونین استخراج شده از اسفنج دریایی گونه 
 .سرطان مورد استفاده قرار گیرد تواند به عنوان داروی ضد که می است مورد بررسی

 

  اسفنج، اثر کشندگی، آلفا سانتونین، جزیره هنگام، خلیج فارس :لیدیک لغات
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 مقدمه

در روند تکاملی برای  ها مانند بسیاری از آبزیان اسفنج
که خواص  کنند تولید می ترکیباتیمه حیات ادا

این ترکیبات با جانداران مهاجمی که . سیتوتوکسیک دارند
ها حیاتی آن عملکردنحوی مانع و ب پوشانند میها را سطح آن

. تا بتوانند در رقابت پیروز شوند کنند میشوند، مقابله  می
میایی که از این ترکیبات شی ،با پیشرفت علم هامروز

وان به عن ،دنهای زنده را دار خاصیت از بین بردن سلول
 ,.Mol et al) شود استفاده میسرطانی  داروهای ضد

دهد که سرطان عامل اصلی مرگ و  آمار نشان می .(2010
های اخیر  در سال .در کشورهای پیشرفته است میر

های  تلاش بیماران مبتلا به سرطانندان برای درمان دانشم
امروزه  .(Kraljevic et al., 2006) اند بسیاری انجام داده

ء طبیعی درصد داروهای ضدسرطانی منشا 60بیش از 
 تکثیری ضد داروهای توان به دارند که در این میان می

 ،C 3میتومایسین ،2بلئومایسین ،1کسوروبیسیندو مانند
4کریستین وین

شیمی درمانی که در   5و وینبلاستین 
 گیرند، اشاره نمود رهای بدخیم مورد استفاده قرار میتومو

(Jimeno et al., 2004).  
متابولیت ثانویه با خواص ضد سرطان از  2500کنون تا

ین نکته ا .اند جانداران دریایی استخراج و شناسایی شده
که مکانیسم اثر بسیاری از این ترکیبات  استل توجه قاب

ای تجاری مورد استفاده متفاوت طبیعی با سایر داروه
های  متابولیتاکثر  .(Jimeno et al., 2004) باشد می

های  مختلف اسفنج های جنسثانویه استخراج شده از 
از خود نشان  (سیتوتوکسیک)می دریایی اثرات س

ترکیب جدید طبیعی از  400بیش از کنون تا .دهند می
منابع دریایی با فعالیت سیتوتوکسیک در منابع علمی 

 معمولاً (.Schmitz et al., 1993) گزارش شده است
اثرات سمیت سلولی متمرکز  بربیشتر مطالعات انجام شده 

این مرحله اولین شاخص در  است، ذکر شایان .اند شده

                                                           
1
 Doxorubicin 

2
 Bleomycin 

3
 Mytomicin 

4
 Vincristine 

5
 Vinblastine 

 Zheng) شود رطانی محسوب میسشناسایی داروهای ضد 

et al., 2006). د داروهای ضد تولیکلی، برای  به طور
های تکمیلی به منظور تشخیص  سرطان انجام آزمایش

 آپوپتوز، اتوفاژی و آنکوزیس از قبیل مکانیسم اثر سمیت
 لازم است ،باشد که نیازمند صرف زمان و هزینه می

(Folmer et al., 2009مطالعات انجا .) م شده نشان
های دریایی  ترکیب استخراج شده از اسفنج 39ه دهد ک می

 ,.Essack et al) سرطان دارند با ایجاد آپوپتوز اثر ضد

 Dysidea avaraه به حضور اسفنج گونه با توج .(2011
در مناطق مختلف خلیج فارس و اثرات سیتوتوکسیک 

ر برای اولین با در این پژوهش علمی ،ترکیب آلفا سانتون
به بررسی و جداسازی ترکیب آلفا سانتون از این  در کشور

 . شدگونه اسفنج پرداخته 
 

 کار مواد و روش
 اسفنجنمونه برداری 

کیلو گرم  2به وزن تر  ،.avara D های اسفنج گونه نمونه
متر از شمال  25-30از عمق  1394در شهریور ماه سال 

غواصی تهیه  ملیاتعتوسط ، خلیج فارس جزیره هنگام
و سپس به آزمایشگاه بیوتکنولوژی پژوهشکده  ندشد

 .ندگردید اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان منتقل
 

 گیری از اسفنج عصاره
ابتدا به قطعات  اسفنج دریایی پس از پاکسازی های نمونه

ساعت  24سپس به مدت ، متری تبدیل شدند یک سانتی
گراد قرار  رجه سانتید -70در دستگاه فریز درایر در دمای 

های خشک شده توسط آسیاب  نمونهدر نهایت و  ندگرفت
گیری از پودر خشک اسفنج به وزن  عصاره شدند.پودر 
خیساندن روش به حلال استون و گرم با استفاده از  350

  .((Nazemi et al., 2014 انجام گردید
 

 جداسازی ترکیبات ترپنوئید از اسفنج
برای تهیه شد و گرم  12/27خشک استونی به وزن عصاره 

از ستون موجود در عصاره جداسازی ترکیبات طبیعی 
 که ستون سیلیکاژل .استفاده شد ای کروماتوگرافی شیشه

قطر داخلی داشت، سانتی متر  2ارتفاع و سانتی متر  70
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کاژل مخصوص کروماتوگرافی با اندازه یتوسط پودر سیل
های  شست و شوی عصاره. متر پر شد یمیل 6/0-2/0
های ان  حلالدر ابتدا توسط  تونی به طور جداگانه واس

ه عنوان ب متانول-و سپس اتیل استات اتیل استات-هگزان
 ،70:30 ،80:20 ،90:10، 100:0های  نسبتبا  فاز متحرك

 0:100و20:80،10:90 ،40:60،30:70 ،50: 50 ،60:40
دست آمده از ستون فراکسیون ب 128ام شد. انج

مورد بررسی  رپنوئیدهانظر آزمون حضور تکروماتوگرافی از 
ی که با چند لکه در های . سپس فراکسیونقرار گرفتند

های لایه نازك که با معرف وانیلین به رنگ  کروماتوگرافی
به ستون کروماتوگرافی  ،بودند صورتی تا بنفش در آمده

 5/0و قطر داخلی  متر نتیسا 50دیگری با طول  ای شیشه
 و شست و شو داده شدند شدهمتر مانند قبل پر  سانتی

(Çitoğlu and Acıkara, 2012). 
 

 خواص سیتوتوکسیکررسی ب
XTT ارزیابی میزان سمّیت با استفاده از آزمون

1 
های سرطانی اپیدرمویید دهان  برای این منظور، سلول

( و HUT-78/ C185(، لنفوسیتی )KB/ C152انسان )
از بخش   (Hek 293کلیه انسانی ) سلول سالم جنین

کشت سلولی انستیتو پاستور ایران به صورت فلاسک تهیّه 
شدند و به محیط کشت روزلت پارك مدیوم انستیتو 

1640- RPMI  منتقل شدند. برای آزمونXTT  ابتدا
های اپیدرمویید دهان و  توسط عمل تریپنیزاسیون سلول

دقیقه  5مدّت لنفوسیت انسانی از سطح فلاسک جدا و به 
ها با  دور در دقیقه سانتریفوژ شدند. سپس سلول 1500در 

ای  حفره 96های  در هر کدام از پلیت 25*10 3 تراکم
 -1640کشت سلولی توزیع گردیدند و از محیط کشت 

RPMI  لیتر به هر حفره اضافه شد و  میلی 200به مقدار
 ها در تا سلول ندساعت در انکوباتور قرار داده شد 24

به منظور بررسی اثرات . ها رشد نمایند میکروپلیت
 برسیتوتوکسیک فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین 

 200و  100، 50، 10، 2غلظت های ، های سرطانی سلول
آزمون  و ندمیکروگرم در میلی لیتر مورد بررسی قرار گرفت

                                                           
1
 2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-

tetrazolium-5-carboxyanilide  

سه بار تکرار شد. به عنوان شاهد منفی، در تعدادی از  
بدون ترکیب  RPMI -1640ا محیط کشت ه چاهک

 افزودنی اضافه شد. سپس با استفاده از دستگاه الایزا ریدر
نانومتر  490( در طول موج Bio-Tek ELx 800مدل )

 50خوانده شد. میزان  اکسیژن محلول نانومتر میزان 690و
2
IC (میزان ممانعت از رشد سلول  )از  %50های سرطانی

درصد کشندگی محاسبه  ذیلطه راب بر اساسسلول های 
 .(Roehm et al., 1991) شد

  

OD = اکسیژن محلول
3
 

 

 شناسایی ترکیبات ترپنوئید اسفنج
دست آمده از ستون کروماتوگرافی های ب فراکسیون

کروماتوگرافی روی صفحات  موئینه وسیله لولهب ای شیشه
 به منظور سپس ند.گذاری شد ( لکهTLC) لایه نازك

 ندگرفت قرار در معرض هوا دقیقه 20 به مدت شدن خشک
حلال حاوی  کروماتوگرافی لایه نازكک تاندر و سپس 

 70:20:10 های زان با نسبتان هگ، کلروفرم، انولهای مت
 اتترکیب فرکشن حاوی جستجوی جهت .ندقرار داده شد

اسید سولفوریک، به صورت -وانیلین معرف از ترپنوییدی
اسید  درصد 5  اتانول و محلول در وانیلین درصد 1 محلول

صورت اسپری روی صفحه سولفوریک در اتانول به 
پس صفحات ساستفاده شد.  کروماتوگرافی لایه نازك
درجه  110در آون و در دمای  کروماتوگرافی لایه نازك

 نور در تغیراتو  دقیقه قرار گرفتند 10گراد به مدت  سانتی

به  ترپنوئید فرکشن های حاوی ترکیبات. شد بررسی مرئی
 Çitoğlu) ندتغییر رنگ داد  طیف رنگی صورتی تا بنفش

and Acıkara, 2012). هایی که به رنگ صورتی،  لکه
برای شناسایی  ،بنفش کمرنگ و  بنفش پر رنگ در آمدند

نوع ترپنوئید به دستگاه جی سی مس )مدل 
Agilent7000 Series Triple Quad GC/MS 

                                                           
2
 Inhibitory concentration 

3
 Oxygen  dissolved 
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MainFrame ردکتو درصد، 99/99؛ گاز کریر هلیوم  
C5975ستون ، Part number 19091s-436 60، طول 

 25/0میلی متر، لایه داخلی  25/0متر، قطر داخلی 
( در آزمایشگاه تحقیقاتی دانشگاه شهید بهشتی میکرومتر
 . ندتزریق شد

 
 نتایج

 های حاوی ترپنوئید و استروئید  جداسازی فرکشن
یه ته .avara Dفرشکن از عصاره اولیه اسفنج گونه  128

های  بر اساس شناساگر وانیلین فرکشن .(1شد )شکل 
های ید به رنگ صورتی تا بنفش و فرکشنحاوی ترپنوئ

کنند، بر  ( تغییر می2حاوی استروئید به رنگ آبی )شکل 
با استفاده از ها جداسازی شدند.  فرکشناین اساس از سایر 

 فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین کروماتوگرافی گازی
α-Santonin)) (IUPAC= (3S,3aS,5aS,9bS)-

3,5a,9-trimethyl-3a,5,5a,9b-

tetrahydronaphtho[1,2-b]furan-2,8(3H,4H)-

dione)  با فرمول شیمیاییC15H18O3 وزن مولکولی ،
g·mol

 31% در فرکشن شماره  91به مقدار 13016/246−
شناسایی شد.  16در دقیقه  60:40اتیل استات-ان هگزان)

 Sesquitpene) ترپن لاکتون سزکوییه گروه ب باین ترکی

lactone ) (.3)شکل  باشد متعلّق می  
 
 

  
 .فرکشن های تهیه شده از اسفنج دریایی :1شکل 

Figure 1: Fraction isolated of sponge. 

 

 های عصاره استونی اسفنج. . کروماتوگرافی صفحه نازک فرکشن2شکل
Figure 2: Thin layer choromatoghrapgy of Fractions acetone 

extract of sponge. 

 

 
 

حاوی ترکیب آلفاسانتونین  31. طیف جی سی فرکشن شماره 3شکل   

Figure 3: The GC spectrum fraction number 31 contains the alpha-Santonin compound. 
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فرکشن حاوی ترکیب بررسی خواص سیتوتوکسیک 
 آلفا سانتونین

، پنجاه XTTبر اساس سنجش اکسیژن محلول در آزمون 
درصد کشندگی فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین 

در غلظت  .avara Dاستخراج شده از اسفنج دریایی گونه 
روی رده های سلول سرطانی اپیتلیوم  بررسیهای مورد 

 . (1)جدول  شدسنجیده  دهانی و لنفوسیت

پنجاه درصد کشندگی  ،6الی  4های  شکلبر اساس 
فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین رده سلولی اپیتلیوم 

میکروگرم در  90/87( برابر با KB/C152دهانی )
 09/38( برابر با E6-1لیتر، و رده سلولی جورکت ) میلی

 لیتر است.  میکروگرم در میلی
 79/165فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین در غلظت 

های سالم  منجر به مرگ سلول لیتر میلی در رممیکروگ
 ( شده است. Hek 293جنین کلیه انسانی )

 

 ..avara D درصد کشندگی فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین اسفنج گونه: 1جدول 
Table 1: Percentage fecundity of fractionation containing the alpha-Santonin composition of D. avara. 

لظت ترکیب آلفا غ

 (µg/mlسانتونین )

رده سلولی 
KB/C152 
 % کشندگی

 رده سلولی

Jurkat/E6-1  

 % کشندگی

رده سلولی)سلول سالم( 
Hek 293 

 % کشندگی

0 0 0 0 

2 76/6 51/10 97/3- 

10 09/10 27/32 40/4 

20 06/12 34/37 19/11 

50 12/36 89/51 05/18 

100 90/74 59/57 60/29 

200 30/95 81/84 66/59 

 

 
 .KB/C152رده سلولی بر  .avara D فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین اسفنج گونه IC50. میزان 4شکل 

Figure 4: The rate of IC50 fraction containing the alpha-Santonin compound sponge species    D. avara on the cell line KB/C152. 
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 Jurkat/ E6-1 روی رده سلولی .avara D فرکشن حاوی ترکیب آلفا سانتونین اسفنج گونه IC50میزان  :5شکل 

Figure 5: The rate of IC50 fraction containing the alpha-Santonin compound sponge species    D. avara on the cell line Jurkat/ E6-1. 

 

 
 Hek 293روی رده سلولی  .avara D انتونین اسفنج گونهفرکشن حاوی ترکیب آلفا س IC50میزان  :6شکل 

Figure 6:The rate of IC50 fraction containing the alpha-Santonin compound sponge species    D.  avara on the cell  Hek 293. 

 
 بحث

ها به  توجه زیست شناسان و شیمیداندر پنج دهه اخیر 
منابع دریایی معطوف شده است.  ترکیبات طبیعی با

ی ترکیب از منابع دریای 16000کنون نزدیک به تا
گزارش علمی  6800شده است که در بیش از استخراج 

ه در زمینه سنتزها، شرمنتشر شده است. اگر مقالات منت
مقالات مروری، بررسی خواص بیولوژیک و مطالعات 

 9000 این عدد به د،اکولوژی را نیز به آن اضافه کنی
در . ( et alDatta., 2015) یابد میگزارش علمی افزایش 

ترکیب آلفا  .avara Dاسفنج دریایی  این تحقیق از
های ان  توسط حلال 31های شماره  در فرکشنسانتونین 

اه با دستگ 60به  40اتیل استات با نسبت -هگزان
کروماتوگرافی گازی شناسایی شد. آلفا سانتونین متعلق به 

کیب به مقدار این تر ،باشد ها می لاکتون سزکویی ترپن
های گیاه دارویی درمنه متعلق به  قابل توجهی از گونه

گیری توسط حلال استون و  با عصاره Artemisiaجنس 
ن هگزان های ا کروماتوگرافی و شست و شو با حلالستون 

 et alPuranik., ) تیل استات استخراج شده استو ا

روش استخراج ترکیب آلفا سانتونین با روش  .(2010
مشابه  D. averaاستخراج این ترکیب از اسفنج گونه 

دهد این ترکیب  های انجام شده نشان می . بررسیاست
تب،  ضد التهابی، ضد سرطان، ضد، دارای اثرات زیستی
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نتایج  .( et alKita., 2007) درد است ضدانگل و ضد
سایر  حاضر با ز استخراج آلفا سانتونین در پروژهحاصل ا

گیری با  دهد که عصاره نشان می ،مطالعات انجام شده
های  ستون و سپس شست و شوی آن با حلالاستفاده از ا

ترکیبات باشد.  می غیر قطبی مانند ان هگزان مناسب
ز جانداران دریایی به عنوان طبیعی استخراج شده ا

مورد بررسی  2011القوه در سال های ضد سرطانی ب عامل
ترکیب که اثر ضد سرطانی از خود  39که از  قرار گرفتند

ها بوده است  ترکیب متعلق به اسنفج 18 ،ن دادندنشا
(Bhanot et al., 2011) . ترکیب از  6است که شایان ذکر

از  یبا اثر ضدسرطانترکیب طبیعی استخراج شده  16
را طی می  ینیکیجانداران دریایی که مراحل مختلف کل

در  .(Petit et al., 2013 ) ستها متعلق به اسفنج کنند،
حاوی ترکیب آلفا سانتونی در فرکشن  تحقیق حاضر،

یتر منجر ل میکروگرم در میلی 09/38و  90/87یها غلظت
های سرطانی اپیتلیوم دهانی و  به مرگ پنجاه درصد سلول

 79/165 و در غلظت بسیار بالاتری گردیدلنفوسیت 
های کلیه  سلول برلیتر اثر کشندگی  ر میلیگرم دمیکرو

اسفنج  برکه  یدیگر در پژوهشی جنین انسانی نشان داد.
از جزیره لارك در خلیج فارس  mutans Ircinia گونه

این گونه  های هگزانی و دی کلرومتانی فرکشن، انجام شد
میکروگرم در میلی لیتر  51/12و  53/11های  در غلظت

نی منجر به مرگ پنجاه درصدی سلول های سرطا
i Heidary Jamebozorg) دیگرد  MOLT-4 ،لنفوسیت

., 2018et al).  
 ( 2013) و همکاران Khazirشده توسط مطالعات انجام 

دهد ترکیب آلفا سانتونین استخراج شده از منابع  نشان می
های  رده برده دارای اثرات ضد سرطان طبیعی و سنتز ش

( و سرطان MCF-7انی )سلولی سرطان سینه انس
بررسی اثر همچنین  .باشد می )PC-3) نسانیت استاوپر

های  های سلول رده برسیک ترکیب آلفا سانتونین سیتوتوک
(، ملانوما HCT-8(، کلون )HL-60سرطانی لوسمی )

(435-MB-MDA( ریه ،)A549تخمدان ،) (ovarian ،)
 یها ترکیب در غلظتاین  نشان داد( PC-3) پروستات

لیتر منجر به اثر کشندگی  میکروگرم در میلی 5/14-36/0
گردیده است های سرطانی  ( سلول50ICپنجاه درصد )

(., 2009et alArantes ).  همسو با نتایج این تحقیق
آلفا  ترکیب فرکشن حاوی نشان داد ها، پژوهشسایر 

های  سلول بر اثر سیتوتوکسیکسانتونین با غلظت بالاتر 
قدرت اثر  ،به عبارت دیگر .دهد رمال از خود نشان مین

از های سرطانی بسیار بیشتر  سلول برکشندگی آن 
  است.های طبیعی سالم  سلول
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Abstract 
Chemical-ecological studies of sponges show that the secondary metabolites are only defense 

system. Nowadays natural products with biological activities are used as drugs for treatment 

of human diseases. One of the most important biological activities of sponges is cytotoxic 

activity. This study investigated the cytotoxic activities of α-Santonin compound which 

extracted from Dysidea avara. In this study, dried powder of sea sponge was extracted by 

acetone solvent. Then, in order to isolate the α-Santonin compound, the extract was washed 

by silica gel column chromatography with N-hexane and ethyl acetate solvents. The IC50 

value of this compound was measured by XTT assay on cancer cell lines, Jurkat/E6-1, 

KB/C152 and healthy Hek293 cells. The α-Santonin compound with the chemical formula 

C15H18O3, which belongs to the Sesquiterpene-lactone group, was identified by gas 

chromatography, with a purity of 91% in fraction No. 24. The IC50 value of the α-Santonin 

extracted from sea sponge compared to the oral epithelial cancer cell line and lymphocyte cell 

line was 88.90 μg/ml and 38.09 μg/ml respectively. Our study demonstrated that α-Santonin 

extracted from D. avara has an extremely potent cytotoxic effect that could be used as an 

anticancer agent. 

 

Keywords: Sponge, LC50 value, α-Santonin, Hengam Island, Persian Gulf 
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