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Abstract: 
 
Background: Tolmetin (C15H15NO3) is a non-steroidal anti-inflammatory drug that exerts its 
effects by inhibiting prostaglandins and mainly used in the treatment of acute and chronic 
arthritis, osteoarthritis, and arthritis. Studies have shown that Tolmetin has anti-carcinogenic 
effects on different cancer cells. Due to the limited studies on the apoptotic effects of 
Tolmetin, the present study aimed to evaluate the cytotoxic effects of Tolmetin on the 
evaluation of Bax and Bcl2 gene expression levels in cervical cancer cells (Hela). 
Materials and Methods: In this experimental study, the cervical cancer cells were 
purchased from Pasteur Institute then randomly divided into control group (non-exposure to 
Tolmetin) and groups exposed to different concentrations of 0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5 and 10 
mg/ml of Tolmetin. The cytotoxic effect of Tolmetin was measured using the MTT assay. 
Also, using Real-Time PCR, expression of BAX, and BCl2 genes was evaluated. Data were 
analyzed using one-way ANOVA. 
Results: The concentrations of 0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 5, and 10 mg/ml of Tolmetin resulted in 
cytotoxic effects on Hela cells. And IC50 dose of 5 mg/ml of Tolmetin increased the 
expression of the apoptotic Bax gene more than the anti-apoptotic BCL2 gene. 
Conclusion: Tolmetin can possibly cause cell death in cervical cancer cells by inducing the 
Bax gene and the BCL2 anti-apoptosis gene. 
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-در سلول Bcl2و Baxهاي بيان ژنسطح بررسي اثرات سيتوتوكسيك داروي تولمتين بر 

  )Hela( هاي سرطاني دهانه رحم
  

ساناز نوروزي
1

، رحيم احمدي
2*

پاشاپور، ساناز 
3  

  

  مقدمه 
گردن  كه از است سرطان اي ونهگ ،رحمسرطان دهانه 

ايجاد  سلول دليل رشد غيرطبيعياين بيماري به .دشو آغاز مي رحم
گسترش نيز توانند در ديگر اعضاي بدن  ها مي د و اين سلولشو مي

داراي شيوع  رحمسراسر دنيا، سرطان دهانه  در. ]1،2[يابند 
 رحمتقريباً هفتاد درصد از موارد سرطان دهانه  .توجهي است قابل
  . ]3[ دهد رخ مي كشورهاي در حال توسعه در

  

، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران شرق، دانشكده علوم پايه، واحد ژنتيكگروه  .1
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داروسازي، واحد علوم دارويي، دانشكده  شناسي و فارماكولوژي، گروه سم .3
  دانشگاه آزاد اسلامي، تهران، ايران

  :نشاني نويسنده مسؤول *
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  ايران                  همدان،
 )081( 34494059: دورنويس                      09126120353 : تلفن

   drrahahmadi@yahoo.com: پست الكترونيك
  1398/10/28  :تاريخ پذيرش نهايي                    1398/5/12 :تاريخ دريافت

  

سالانه  ،سازمان بهداشت جهاني 2010سال  بر اساس گزارش
و  شوندهزار نفر در ايران به سرطان دهانه رحم مبتلا مي حدود يك

سال در كشور  15درصد از جمعيت زنان بالاي  25تا  20حدود 
 معمولاً رحمرطان دهانه س .]4[ايران در معرض اين سرطان هستند 

از ده تا بيست سال  در مدتي بيش سرطاني تغييرات پيش دنبالبه
صورت ويژه بهبه سيستم ايمني ضعف .]5،6[كند  پيشرفت مي

عاملي مستعدكننده در  ،و مصرف داروهاي سركوب ايمني اكتسابي
اند  نتايج تحقيقات نشان داده .]7[ ابتلا به سرطان دهانه رحم است

توانند در دي مثل تولمتين مييئالتهابي غيراستروكه داروهاي ضد
يك  تولمتين. ثر باشندؤپيشگيري يا درمان سرطان دهانه رحم م

التهابي غيراستروئيديداروي ضد (NSAID)  است كه از طريق
. ]8[كند  مهار ساخت پروستاگلاندين اثر خود را اعمال مي

درمان آرتريت حاد و در  اند اين دارو كه اساساًمطالعات نشان داده
تواند در  مي ،كاربرد دارد رماتيسم مفصلي و مزمن، استئوآرتريت

ها حاكي گزارش. ]9،10[ثر باشد ؤهاي مختلف نيز مبهبود سرطان
هاي  و بيان ژن تواند در القاي آپوپتوزاست كه تولمتين مياز آن 
Bax  وBcl2 ژن  .هاي سرطاني نقش ايفا نمايد در سلولBcl2  

يند آهاي ژرمينال در تنظيم فر عنوان يك پروتئواونكوژن در سلولبه

  :خلاصه
است كه از طريق مهار ساخت پروستاگلاندين اثر خود را  (NSAID) التهابي غيراستروئيدييك داروي ضد تولمتين :سابقه و هدف

اند كه تولمتين مطالعات نشان داده .در درمان آرتريت حاد و مزمن، استئوآرتريت و رماتيسم مفصلي كاربرد دارد و اساساً كند اعمال مي
سرطاني تولمتين ها در حيطه اثرات ضدكه بررسي باتوجه به اين. باشدهاي سرطاني مختلف مي سرطاني در سلولضد داراي اثرات آپوپتوز و

 هاي آپوپتوزي اثرات سيتوتوكسيك تولمتين بر بيان ژن بررسي دفها اين تحقيق ب ،بسيار محدود استهاي سرطاني دهانه رحم  در سلول

Bax  آپوپتوزي و ضدBCl2 هاي سرطاني دهانه رحم در سلول)Hela( انجام شد.  
هاي رده سلولي سرطاني دهانه رحم از انستيتو پاستور خريداري شد و به گروه ،آزمايشگاهي -تجربيدر اين تحقيق  :هامواد و روش

بندي  ليتر تقسيم گرم بر ميلي ميلي 10و  5، 5/2، 25/1، 6/0، 3/0هاي در معرض تولمتين با دوزهاي و گروه) عدم مواجهه با دارو(كنترل 
آزمون ها با استفاده از داده وگيري اندازه RT-PCRبا روش  Bcl2و  Baxو ميزان بيان ژن   MTTها با روش ماني سلول زنده. شدند

 .طرفه تحليل شدند آماري آناليز واريانس يك

ليتر تولمتين همگي داراي اثر  گرم بر ميلي ميلي 10و  5، 5/2، 25/1، 6/0، 3/0نتايج اين پژوهش نشان دادند كه دوزهاي  :نتايج
باعث افزايش بيشتر بيان ژن بوده است كه  ليتر گرم بر ميلي ميلي IC50  ،5دوز نيز و اندبوده دهانه رحمهاي  سيتوتوكسيك بر سلول

  .شده است BCL2آپوپتوزي نسبت به ژن ضدBax  آپوپتوزي
هاي سرطاني  سبب مرگ سلولي در سلول احتمالاً BCL2آپوپتوزي و ژن ضدBax تواند با القاي وابسته به ژن تولمتين مي :گيرينتيجه

  .دشودهانه رحم 
  BCl2، ژن  Baxتولمتين، آپوپتوز، ژن :كليديواژگان

 31- 37 ، صفحات1399، فروردين و ارديبهشت 1پژوهشي فيض، دوره بيست و چهارم، شماره –نامه علميدو ماه                                                 
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آپوپتوزي ژن يك ژن ضداين . نمايد آپوپتوز سلولي دخالت مي
يند مرگ آ، فرآن بياندر صورت كاهش ميزان و  باشد مي

 پروتئيناز سوي ديگر،  .شود ريزي شده سلول شروع مي برنامه

Bax  يا پروتئين x وابسته به Bcl2 كننده آپوپتوز پروتئين تنظيم
عضو   Baxژن. شودرمزگـذاري مي Bax باشد كه با ژن مي

همچنين  .باشد كننده آپوپتوز ميتنظيم ،بوده  Bcl2خانواده ژن
القاي آپوپتوز نقش كليدي در  Bcl2به ژن  Baxافزايش نسبت ژن 

التهاب داروهاي ضد دهندها نشان ميبررسي .]11- 13[دارد 
 و غيراستروئيدي يك گروه مهم از داروهاي پرمصرف جهان هستند

 تواندترين داروهاست كه مي ها تولمتين يكي از مهماز ميان آن
هاي تحقيقي يافته ].01،14[ سرطان مطرح باشدعنوان داروي ضد به

التهاب غيراستروئيدي بر درمان داروهاي ضداند كه ثابت كرده
 .]15[ ثرندؤويژه رحم نيز م، بههاي سيستم توليدمثليسرطان
التهاب تعدادي از داروهاي ضد ،طور كه مطالعات نشان داد همان

طريق تغيير سطح بيان توانند در القاي آپوپتوز از  غيراستروئيدي مي
ويژه سرطان دهانه  هاي مختلف، به در سرطان Bcl2و  Baxهاي ژن

در اين راستا، مطالعات نشان . توجهي داشته باشند رحم، اثر قابل
ي دياستروئريغ يالتهابضدعنوان يك داروي  اند تولمتين بهداده
هاي دستگاه  ويژه سرطانها، به تواند اثر درماني بر سرطان مي

ها نشان  در مقابل، برخي بررسي. ]15- 18[توليدمثلي، داشته باشد 
التهاب غيراستروئيدي داراي اند كه بعضي از داروهاي ضد داده

توانند منجر و مي باشند ها نميملاحظه مهاري بر سرطان اثرات قابل
ايجاد توانند در مي احتمالاً و به ايجاد ضايعات گوارشي شوند

همچنين در  ].16[هاي گوارشي و كبد نقش داشته باشند سرطان
التهاب مشخص شده بعضي از داروهاي ضد برخي تحقيقات ديگر

اين  در .]17[ ثيري نداردأغيراستروئيدي بر درمان سرطان رحم ت
 اند كه شماري از داروهاي ضدخصوص نتايج تحقيقات نشان داده
هاي دستگاه توليدمثلي و سرطان  التهاب غيراستروئيدي بر سرطان

در مجموع با توجه به . ]19- 21[ توجهي ندارند دهانه رحم اثر قابل
و نيز  ]3،4[گستردگي و شيوع سرطان دهانه رحم در جهان و ايران 

توجه  تحميل عوارض جسماني، رواني، باليني و اقتصادي قابل
در بيماران مبتلا و  ]7[حاصل از ابتلا به سرطان دهانه رحم 

ونقيض درخصوص اثرات تولمتين بر سرطان همچنين نتايج ضد
و نيز محدوديت مطالعات قبلي در حوزه  ]18- 10،22[دهانه رحم 

هاي سرطاني دهانه رحم،  اثرات تولمتين بر القاي آپوپتوز در سلول
غلظت سيتوتوكسيك تولمتين  ثراتبررسي اهدف  امطالعه حاضر ب

 هاي سرطاني دهانه رحمسلولدر  BCl2و  Bax هاي بر بيان ژن
هاي جديد ه يافتهئاين پژوهش ضمن ارا و نتايج حاصل از شداجرا 

هاي كاربردي و  بنيادي جهت بررسي عنوان اطلاعات تواند به مي
  .كلينيكي مورد توجه قرار گيرد

  
   هامواد و روش

  سازيمحلول
به شكل ) تولمتين(اين پژوهش  داروي مورد استفاده در

تهيه ) گرم از شركت دارويي فارماشيمي 1ميزان  به(پودر خالص 
گرم بر ميلي 10و  5، 5/2، 25/1، 6/0، 3/0هاي شد و غلظت

گرم از داروي  1ها به جهت تعيين غلظت. گرديد آمادهليتر  ميلي
 .هيدروكسيد سديم اضافه شدميكروليتر محلول  100مورد نظر، 

ميكروليتر از محلول بافر  1000 ،شدن بهتر همچنين جهت حل
وسيله فيلتر  گاه محلول به آن .به محلول افزوده شد (PBS)فسفات 

 ليتر محيط كشت ميلي 9در ادامه  .فيلتر و استريل شد ،سرسرنگي
)DMEM( سيلين  هاي پني بيوتيك داراي سرم گاوي جنيني و آنتي

به محلول فيلترشده اضافه گرديد تا محلول به و استرپتومايسين 
  . ليتر برسد ميلي 10حجم 

  هاكشت سلول و تيمار سلول
 يرده سلول ،آزمايشگاهي – طي اين تحقيق تجربي

 از انستيتو پاستور خريداري و )Hela(سرطاني دهانه رحم 
گراد درجه سانتي - 196صورت منجمد در تانك ازت با دماي  به

رده سلولي سرطاني دهانه رحم  ،اين مطالعه ولطدر  .نگهداري شد
)Hela (طور تصادفي به گروه كنترل به)و ) با دارو هعدم مواجه

، 2,5 ،1,25، 0,6، 0,3(ثير با تولمتين با دوزهاي أت هاي تحتگروه
ماني با  ميزان زنده .بندي شدند تقسيم) ليترگرم بر ميليميلي 10و 5

 RT-PCRبا روش  Bcl2و  Baxو ميزان بيان ژن  MTT روش
  .گيري شدند اندازه
  : MTT est)Tetrazolium T(Microculture شسنج

ابتدا با شمارش   MTTدر اين راستا جهت سنجش
 هاي سرطاني سلول از سلول 1×104 سلولي با استفاده از تريپان بلو

Hela ترتيب با محيط كشت در هر چاهك بهDMEM 
America, GIBCO, Invitrogen)(  داراي سرم گاوي جنيني و

بعد . كشت داده شدند سيلين و استرپتومايسين هاي پني بيوتيك آنتي
  10و  5، 5/2، 25/1، 6/0، 3/0هاي ساعت با غلظت 24از 
ساعت مواجهه  24بعد از . تولمتين تيمار شدند ليتر بر ميليگرم  ميلي

ميكروليتر محيط  80و سپس گرديد با تولمتين، محيط رويي خارج 
 ,MTT Americaميكروليتر از محلول  20كشت تازه و 

GIBCO, Invitrogen)( ها پس از قرار دادن پليت. اضافه شد
انجام  ي كامل محيط كشت تخليه ساعت در انكوباتور، 4مدت به

به هر چاهك  متيل سولفوكسايد دي محلولكروليتر يم 200 شد و
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هاي فورمازان ارغواني  شدن كامل كريستال پس از حل. اضافه شد
ها در طول موج  ، جذب نمونهمتيل سولفوكسايد ديتوسط حلال 

  . سنجيده شدبا دستگاه الايزا  نانومتر 570
  :Bcl2و   Baxهايبررسي بيان ژن

هاي ، سلولRT-PCR ها از طريق بيان ژنجهت بررسي 
سپس . سلول كاشته شدند 500000ها به تعداد  سرطاني در ديش

 24مدت پس از آن به. ساعت انكوبه شدند 12مدت ها به سلول
هاي سيتوتوكسيك تيمار شدند، در ادامه بعد از  ساعت با غلظت

فسفات وسيله بافر آوري و بهها جمع انجام عمل سانتريفيوژ، سلول
كيت  توتال با استفاده از RNA .سالين شستشو داده شدند

 .استخراج گرديد) Roche, 1828 665, Germany(مخصوص 
RNA وسيله كيت استانداردتوتال به(Roche,04 379 012 

001, Germany)  بهcDNA  آن  پس از. رونويسي معكوس شد
و   Baxهايجهت ارزيابي بيان ژن از پرايمرهاي مخصوص ژن

Bcl2همچنين مولكول . ]23[ 1شماره  جدول گرديد استفاده ا
 PCRبراي مشاهده پيشرفت ) سايبرگرين(گزارشگر فلوروسنت 

-2فرمول  ها با استفاده ازنهايت، بيان نسبي ژن در. كار رفت به

CT∆∆ افزار با استفاده از نرم ها داده. محاسبه گرديد SPSS آزمون ،
آزمون  ،)هاجهت توزيع طبيعي داده(اسميرونوف  –كولموگروف 

طرفه و آزمون تعقيبي توكي تحليل  آماري آناليز واريانس يك
اين پژوهش . در نظر گرفته شد )P>50/0(داري سطح معني .شدند

در معاونت دانشگاه آزاد اسلامي واحد همدان از نظر كد اخلاق 
  .ييد شده استأمورد بررسي قرار گرفته و ت

  
  

  نتايج 
  :MTT  (Microculture tetrazolium test)سنجش 

 هاي سرطاني دهانه رحم در مواجهه باماني سلولدرصد زنده
 تريل يليگرم بر م يليم 10و  5، 5/2، 25/1، 6/0، 3/0 يدوزها

و در اين راستا با افزايش غلظت  يافتتولمتين كاهش معناداري 
  نمودار(د شماني نيز دچار كاهش بيشتري  تولمتين، درصد زنده

  ).1شماره 
  :BAXو  BCL2هاي  بررسي بيان ژن

دوز در گروه تيمارشده با  BAXو  BCL2بيان نسبي ژن 
IC50  داروي تولمتين داراي افزايش معناداري نسبت به گروه شاهد
از طرفي نسبت بيان ژن ). 3و  2نمودارهاي ) (>01/0P( بود

BAX  بهBCL2  كه نسبت به گروه كنترل  باشدمي 4/1برابر
در . )4شماره نمودار ( )>01/0P( استداراي افزايش معناداري 

مورد افزايش هر دو ژن بايد توجه داشت كه هر دو دچار افزايش 
آپوپتوزي سلولي افزايش ژن ضد دليل القاي مرگاما به ؛اندشده

BCL2  در مقابله با ژن آپوپتوزيBAX  ين ا بوده و ازناتوان
  )4 شماره نمودار. (سلولي رخ داده است جهت مرگ

  
  Bcl2و   Baxهاي توالي پرايمرهاي ژن - 1 شماره جدول

  ژن  پرايمر
Forward:5′ - CGGCAACTTCAACTGGGG 

- 3′  

Reverse: 5′-TCCAGCCCAACAGCCG-3′  
Bax 

Forward:5′ - 
GGTGCCGGTTCAGGTACTCA - 3′ 

Reverse: 5′-
TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCG-3′  

Bcl2  

  

 

 
هاي  هبيانگر مقايسه گرو* علامت . HELA ي سلوليماني ردهبر ميزان زنده داروي تولمتين مختلف هايي اثرات غلظتمقايسه -1 شماره نمودار

  )>01/0P< ** ،001/0*** P( .باشدتجربي با گروه شاهد مي
  

0/615 **
0/588

**
0/562 ***

0/508 ***
0/454 ***

0/389
***

0/376

0,0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0,6 

0,7 

0 0,3 0,6 1,25 2,5 5 10

O
D

)   ميلي ليتر/ ميلي گرم ( تولمتين 
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 BCL2بر سطح بيان نسبي ژن  اثر داروي تولمتين -2 شماره نمودار
بيانگر معناداري نسبت به گروه شاهد  *. HELA ي سلوليدر رده

  ).>P** 01/0( است
  
 

  
 BAXبر سطح بيان نسبي ژن  اثر داروي تولمتين -3 شماره نمودار
بيانگر معناداري نسبت به گروه شاهد  *. HELA ي سلوليدر رده

  .)>P** 01/0( است
  

 
  BCL2/ژن نسبت بر سطح بيان اثر داروي تولمتين -4 شماره نمودار

BAX ي سلوليدر رده HELA .*  بيانگر معناداري نسبت به گروه
  )>P** 01/0( .شاهد است

 

  بحث 
، 25/1، 6/0، 3/0 يدوزهانتايج اين تحقيق نشان دادند كه 

تولمتين باعث اثر سيتوتوكسيك  تريل يليگرم بر م يليم 10و  5، 5/2
از سويي با افزايش دوز تولمتين، . شودهاي دهانه رحم مي بر سلول

همچنين . گردد هاي دهانه رحم بيشتر مي اثر سيتوتوكسيك بر سلول
 ژن بيانگر آن است كه تولمتين سبب افزايش بياننتايج اين تحقيق 

موافق  .شود هاي سرطاني دهانه رحم مي در سلول BAXوابسته به 
تولمتين دهند كه  با اين يافته، نتايج تحقيقات ديگر نيز نشان مي

هاي  ويژه سلولهاي سرطاني به سلولتواند بر رشد و تكثير مي
ها نشان  بررسي ،اين راستادر . ثيرگذار باشدأدهانه رحم تسرطاني 

ها اثر سيتوتوكسيك  تواند بر انواع سرطان تولمتين ميدهند كه  مي
هاي آپوپتوزي  بيان ژنتواند باعث تولمتين ميهمچنين  .داشته باشد

در مورد افزايش هر دو ژن بايد  .]10،24[ها باشد  در انواع سرطان
دليل القاي اما به ؛اندتوجه داشت كه هر دو دچار افزايش شده

در مقابله با ژن  BCL2آپوپتوزي افزايش ژن ضد ،سلولي مرگ
سلولي رخ داده  ين جهت مرگا ناتوان بوده و از BAXآپوپتوزي 

التهاب غيراستروئيدي در واقع انواع مختلفي از داروهاي ضد .است
شده  در تحقيقات انجام. ]25[سرطاني هستند داراي اثرات ضد

توانند  مي التهاب غيراستروئيديداروهاي ضدمشخص شده است كه 
هاي سينه، مثانه، معده، هاي مختلف ازجمله سرطانبر انواع سرطان
ويژه ههاي دستگاه توليدمثلي بكولون و سرطان ،ريه، تخمدان

 در .]14،24-21[ سرطان دهانه رحم اثر سيتوتوكسيك داشته باشند
توانند  غيراستروئيدي ميالتهاب داروهاي ضداز اين راستا برخي 

هاي مختلف  در انواع سرطان  Baxسبب القاي بيان ژن آپوپتوزي
هاي  هاي معده، ريه، تخمدان، كولون و سرطان ازجمله سرطان

مطالعاتي  ،مقابلگرچه در ا. ]24،26-14[دستگاه توليدمثلي شوند 
التهاب غيراستروئيدي داروهاي ضداز اند كه بعضي  گزارش كرده

اين  در.  باشند ها نمي اي بر سرطان ملاحظه اثرات قابلداراي 
داروهاي از اند كه بعضي  نتايج تحقيقات نشان داده ،خصوص

ويژه  هاي دستگاه توليدمثلي به سرطان التهاب غيراستروئيدي برضد
از نظر مكانيسم  .]15-17[باشند ثر نميؤسرطان دهانه رحم م

هاي  آپوپتوز در سلولكسيك تولمتين بر تواحتمالي اثر سيتو
- 22[توجه به مطالعات قبلي  توان گفت با سرطاني دهانه رحم مي

طريق مسيرهاي ميتوكندريايي با اتصال  تولمتين از احتمالاً ،]14،24
كند  هاي سرطاني رحم اثر خود را اعمال مي هاي سلول به گيرنده

غلظت سيتوتوكسيك  منظور بررسي دقيق اثراتبه البته. ]26[
هاي سرطاني دهانه رحم نياز به تولمتين بر آپوپتوز در سلول

هاي  ها و ژنويژه در حوزه بيان پروتئين تر بهتحقيقات گسترده
محدوده مورد . باشد مي COX2آپوپتوزي ديگر، كاسپازها و 

1

**
1/371

 0,0 
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 0,8 
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- تنها در حيطه بررسي اثرات غلظت ،مطالعاتي اين تحقيق
هاي در سلول BCl2و   Baxهاي بيان ژن سيتوتوكسيك تولمتين بر

ن اين امحقق. باشد سرطاني دهانه رحم در محيط كشت سلولي مي
پژوهش اميدوارند در آينده امكان بررسي اثرات تولمتين بر بيان 

  . پذير گردد هاي آپوپتوزي ديگر و كاسپازها امكان ها و ژنپروتئين
  

  گيري نتيجه
هاي  در مجموع نتايج اين پژوهش نشان دادند كه غلظت

هاي سرطاني  مختلف تولمتين داراي اثر سيتوتوكسيك بر سلول

و اين امر از طريق افزايش بيان ژن آپوپتوتيك  باشند ميدهانه رحم 
هاي  در سلول BCL2آپوپتوزي و ژن ضدBAX وابسته به ژن 

  .گردد سرطاني دهانه رحم اجرا مي
  

  ردانيتشكر و قد
يافته نويسنده  اين پژوهش با پشتيباني پژوهانه اختصاص

ول اين مقاله و همكاري معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد ؤمس
 .ده استشاسلامي واحد تهران شرق اجرا 
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