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Abstract 
Background and Objective: Gastric adenocarcinoma is highly invasive 

and patients have poor response to treatment. In this study, the effect of 

citric acid on viability and apoptosis of the human gastric 

adenocarcinoma cell line (AGS) examined. Citric acid as a naturally 

organic acid that found in citrus is considered as a physiological 

inhibitor of enzymes involved in glycolysis pathway to remove cancer 

cells. 

Materials and Methods: In this study, 5 × 103 and 5 × 105 cells for 

bioavailability and apoptosis, respectively, were treated with 400, 800 

and 1600 μg/ ml concentrations of citric acid and incubated for 24, 48 

and 72 hours. Cell growth was analyzed by MTS kit and apoptosis was 

analyzed by flowcytometry using an Annexin V-FITC/PI kit according 

to the manufacturers protocol in both time. Statistical analysis was 

accomplished by ANOVA and Duncan tests using SPSS 18 softwar. 

Results: The results of MTT assay showed that, bioavailability of HT-

29 cell line decreased at all concentrations of citric acid in dose and time 

dependent manner. Also, the results of the Annexin test showed that 

with increasing concentration of citric acid in dose and time dependent 

manner, induction of apoptosis in this cell line increases. 

Conclusion: Citric acid seems to be helpful as an anticancer agent for 

the treatment of gastric adenocarcinoma by inducing expression of genes 

that involved in the apoptosis pathway. 
Keywords: Citric Acid, Bioavailability, Apoptosis, Gastric 

adenocarcinoma, AGS 
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 چکیده
به شدت تهاجمی بوده و مبتلایان پاسخ به درمان ضعیفی  : آدنوکارسینومای معدهو هدف قدمهم

در رده سلولی  اثر اسید سیتریک بر توان زیستی و میزان وقوع آپوپتوزدر این مطالعه دارند. 

اسید سیتریک یک اسید آلی مورد بررسی قرار گرفت.  (AGSآدنوکارسینومای معده انسان )

های مسیر گلیکولیز، در ی فیزیولوژیکی آنزیمدهطبیعی، موجود در مرکبات به عنوان یک مهارکنن

 .باشدهای سرطانی مورد توجه میراستای حذف سلول

به ترتیب برای بررسی توان زیستی و  سلول  5×501و 5×301این مطالعه تعداد  در ها:مواد و روش

 هایزمان اسید سیتریک تیمار و درلیتر میکروگرم/ میلی 0044و  044، 044های آپوپتوز با غلظت

مورد بررسی  MTSساعت، انکوبه شدند. میزان رشد سلولی با روش رنگ سنجی  24و  00، 40

پروپیدیوم یدید -قرار گرفت. میزان القا آپوپتوز به وسیله دستگاه فلوسیتومتری با کیت آنکسین

(Annexin-PI.طبق دستورالعمل کیت در هر سه زمان انکوباسیون مورد بررسی قرار گرفت ) 

 انجام شد.و تست دانکن  ANOVA آزمون ،00ورژن  SPSSنالیز آماری با استفاده از نرم افزار آ
در تمام  AGSی های ردهحاکی از آن است که توان زیستی سلول MTSنتایج تست  نتایج:

یابد. همچنین نتایج تست های اسید سیتریک به صورت وابسته به دوز و زمان کاهش میغلظت

دهد که با افزایش غلظت اسید سیتریک به صورت وابسته به دوز و زمان القاء انکسین نشان می

 یابد.آپوپتوز افزایش می

، به های دخیل در مسیر آپوپتوزبا القاء بیان ژن بتواندرسد اسید سیتریک به نظر می گیری:نتیجه

 درمان سرطان معده بکار رود.ی ضد سرطان در راستای عنوان یک ماده

 AGS، ی معده، آدنوکارسینوماآپوپتوز اسید سیتریک، توان زیستی، یدی:کلمات کل
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 (AGS) ای معده انسانسلولی آدنوکارسینوم تاثر اسید سیتریک بر توان زیستی و میزان وقوع آپوپتوز در رده

 

 مقدمه
سرطان در کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه به 

باشد. سرطان معده  ترتیب اولین و دومین عامل مرگ می
در جهان به عنوان چهارمین سرطان شایع و دومین عامل 

(. این سرطان از 1شود )مرگ بر اثر سرطان شناخته می
هایی است که به آرامی و طی سالیان رشد اندسته سرط

کند، اما قبل از آنکه به معنای واقعی بروز نماید، می
 متأسفانهگردد، ولی های معده ظاهر میتغییراتی در لایه

علائم چندانی را در این مرحله به دنبال نداشته و به همین 
دلیل این نوع بدخیمی به سختی در مراحل ابتدایی 

-شود. این در حالی است که اگر بدخیمییتشخیص داده م

های معده در مراحل اولیه کشف و درمان شوند، روند 
(. بروز تدریجی 3،2گردد )بهبود برای مبتلایان فراهم می

ی مسیرهای حیاتی های کنترل کنندهچندین جهش در ژن
ی ریزی شده سلول از جمله رشد، نمو و مرگ برنامه

-ای توموری در بافت معده میهسلولی باعث تولید توده

که از قوانین تکاملی حاکم بر ماهیت پر سلولی یک  شود
هایی از جمله موجود زنده پیروی نکرده و با کسب ویژگی

عدم توجه به فاکتورهای رشد داخلی و خارجی، توانایی 
تکثیر خود به خودی، فرار از آپوپتوز و متاستاز سرطان 

های اخیر، دانش در طی سال (.1،4کنند )معده را ایجاد می
و درک ما از فرآیندهای مولکولی که موجب بروز و 

 توجهی افزایش شوند، به میزان قابلپیشرفت سرطان می
های هدفمند شده یافته است. این امر منجر به توسعه درمان

نمایند. از است که این فرآیندهای مولکولی را مختل می
ای درمان سرطان معده ی این دستاوردهای علمی برجمله

درمانی، ایمنی توان به جراحی، پرتو درمانی، شیمی می
اما با توجه به  ؛درمانی و استفاده از داروها اشاره کرد

عوارض جانبی داروهای شیمیایی و همچنین اثرات منفی 
 استفاده ازهای بدن، امروزه ها و سلولبر سایر بافت

ال دارا بودن اثرات ترکیبات طبیعی به عنوان دارو به دنب
میایی، بیشتر مورد یجانبی کمتر در مقایسه با ترکیبات ش

(. اسید سیتریک یک اسید آلی 7،6توجه قرار گرفته است )
جات و ی برخی از میوهدر عصاره عموماًباشد که طبیعی می

شود. این اسید آلی هم سبزیجات، به ویژه مرکبات یافت می
ها و ان یکی از افزودنیاکنون به طور گسترده به عنو

گیرد ی غذایی در صنعت مورد استفاده قرار میهانگهدارنده

(. علاوه بر آن امروزه اسید سیتریک به عنوان یک 8)
های دخیل در مسیر ی فیزیولوژیکی آنزیممهارکننده

های سرطانی از طریق گلیکولیز، در راستای حذف سلول
(. 9باشد )توجه می نیز مورد القای مرگ برنامه ریزی شده

 IIارتباط بین گلیکولیز و آپوپتوز به سطح آنزیم هگزوکیناز 
 6گلوکز را به گلوکز  IIگردد. آنزیم هگزوکیناز بر می

نماید و باعث پیشبرد فرآیند گلیکولیز به فسفات تبدیل می
شود و زمانی که منافذ غشاء ی آبشار آنزیمی میوسیله

باعث پایداری یک جزء  خارجی میتوکندری باز هستند،
شده که نقش آن  VDACساختاری این منافذ تحت عنوان 

باشد. لذا پایداری ایجاد شده در تنظیم نفوذپذیری منافذ می
نفوذپذیری را در غشاء  IIاین جزء توسط هگزوکیناز 

از  IIکند. با حذف هگزوکیناز خارجی غیرفعال می
ری القاء مجموعه، نفوذپذیری در غشاء خارجی میتوکند

به درن سیتوپلاسم  Cگردد که به دنبال آن سیتوکروم می
افتد و آپوپتوز القاء ترشح شده و آبشار کسپازی به راه می

بر سطح آنزیم  تأثیرگذاریگردد. اسید سیتریک از طریق می
های دخیل در مسیر گلیکولیز و دیگر آنزیم IIهگزوکیناز 

(. 11 -12ید )نماعملکرد ضد سرطانی خود را اعمال می
تحقیقات انجام شده توسط محققان نیز این ادعا را اثبات 

اند. برای مثال؛ ارزیابی کارایی درمانی اسید سیتریک نموده
های سرطانی مختلف نشان داد که اسید سیتریک در مدل

های رشد سلول سلول قادر است از طریق چندین مکانیسم،
یج بررسی اثرات (. همچنین نتا13سرطانی را مهار نماید )

درمانی اسید سیتریک در درمان سرطان، حاکی از حذف 
 (. از این14باشد )ریز محیط تومور توسط این اسید آلی می

بر توان زیستی و اثر اسید سیتریک  حاضر در مطالعه رو
آدنوکارسینومای معده در رده سلولی  میزان وقوع آپوپتوز

 مورد بررسی قرار گرفت. (AGSانسان )
 

 ها  روش و دموا
تا  1397این مطالعه به صورت تجربی از اردیبهشت 

تکوینی دانشگاه -در مرکز تحقیقات سلولی 1397شهریور 
آزاد اسلامی واحد شهرکرد و آزمایشگاه مرکزی دانشکده 

ی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان انجام شد. رده
از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران  AGSسلولی 

 F12-DMEMداری شد. در محیط کشت خری
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 جلالی و همکاران

 

(Dulbecco's Modified Eagle's medium( )Gibco, 

USA درصد  11( حاویFBS (Foetal Bovine Serum )
(Gibco, USA و یک درصد )Penstrep (Penicillin-

Streptomycin( )Gibco, USA در انکوباتور )
(Memmert, Germany با فشار )درصد گاز  1CO2 ،

، در گرادسانتیی درجه 37رصد و دمای د 91رطوبت 
 بار سه ایهفته کشت کشت داده شد. محیط 71فلاسک 

ها از محلول کردن سلول برداشت برای و تعویض
اسید سیتریک به صورت استفاده شد.  EDTAتریپسین/

با  SIGMA-ALDRICHآماده و به حالت جامد از شرکت 
 Citric acid- anhydrous, cell culture testedنام تجاری 

-تهیه گردید. توان زیستی سلول 2414Cو شماره محصول 

های مختلف اسید تیمار شده با غلظت AGSی های رده
 MTS، با استفاده از کیت MTSسیتریک توسط تست 

(Promega,USA با شماره محصول )G5421  مورد ارزیابی
سلول در هر  1×311تعداد  کهقرار گرفت. به این ترتیب 

و سپس با  ه شددکشت دا چاهکی 96یت چاهک پل
اسید لیتر میکروگرم/ میلی 1611و  811، 411های غلظت

تیمار و ساعت  72و  48، 24سیتریک برای مدت زمان 
پس از اتمام زمان انکوباسیون، محیط (. 11انکوبه گردید )

میکرولیتر محلول  21 مقدارو  رویی تیمار جمع آوری شد
MTS ساعته  4انکوباسیون ید و اضافه گرد به هر چاهک

ها توسط دستگاه در نهایت جذب نمونه صورت گرفت.
ELISA- reader  نانومتر خوانش گردید. 492با طول موج 

، از طریق تست AGSالقاء آپوپتوز در رده سلولی 
Annexin V-FITC/PI با استفاده از کیت ،FITC Annexin 

V Apoptosis Detection kit (BD Pharmingen, USA)، 
(، مورد ارزیابی قرار گرفت. به 116147با شماره محصول )

 6های کشت سلول در پلیت 5×510تعداد  کهاین ترتیب 
و  811، 411های و سپس، با غلظت خانه کشت داده شد

های زمانی در بازه اسید سیتریکلیتر میکروگرم/ میلی 1611
 ساعت تحت تیمار قرار گرفت. پس از اتمام 72و  48، 24

زمان انکوباسیون، محیط رویی تیمار جمع آوری شد. پس 
 PBSاز ترپسینه کردن، رسوب سلولی دو بار با محلول 

(Phosphate-buffered saline( ،)SIGMA-ALDRICH, 

USA میکرولیتر  311(، سرد شستشو گردید. سپس مقدار
ها اضافه شد و سوسپانس سلول و بافر به بافر به سلول

لوسیتومتری انتقال یافت. با اضافه های مخصوص فلوله
ها و به حجم لوله به PI و Annexinمیکرولیتر  1کردن 

-میکرولیتر برای سایر لوله 211رساندن آنها با بافر به میزان 

ها به محیط های کنترل، لولهمیکرولیتر برای لوله 111ها و 
دقیقه انتقال  21در دمای اتاق ظرف مدت زمان  تاریک و

. پس از گذشت مدت زمان معلوم از دستگاه داده شدند
جهت خوانش  (BD Facscalibur, USA)فلوسیتومتری 

نرمال  تائیدبا  بررسی آماری نهایتاًنتایج استفاده گردید. 
-کولموگروفها با استفاده از آزمون بودن توزیع داده

با استفاده و  18ورژن  SPSSاز طریق نرم افزار  ،اسمیرنوف
آزمون تعقیبی دانکن و آزمون تی  ،ANOVAاز آزمون 

ی آزمایشات انجام شد. حدود اطمینان برای همهزوجی 
دار محسوب معنی P > 0.0.در نظر گرفته شد و  91%

 گردید.

 هایافته
-تیمار شده با غلظت AGSی های ردهتوان زیستی سلول

 1611و  811، 411های مختلف اسید سیتریک )
ی های سه گانهگذشت زمان لیتر(، بعد ازمیکروگرم/ میلی

ساعت( با استفاده از تست  72و  48، 24انکوباسیون )
MTS  مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل شده از این

باشد که اسید سیتریک قادر است تست حاکی از آن می
های آدنوکارسینومای معده را به صورت وابسته رشد سلول

افزایش دوز  به دوز و زمان کاهش دهد. به طوری که با
های زنده در تیمار و افزایش زمان تیمار از درصد سلول

شود های آزمایشی در مقایسه با گروه کنترل کاسته میگروه
 (.1)شکل 
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 (AGS) سلولی آدنوکارسینومای معده انسان تاثر اسید سیتریک بر توان زیستی و میزان وقوع آپوپتوز در رده

 

 
به مدت زمان  لیترمیکروگرم/ میلی 1611و  811، 411های مختلف اسید سیتریک تحت تیمار با غلظت AGSاثر اسید سیتریک بر توان زیستی رده سلولی  .1شکل 

 ساعت 72و  48، 24انکوباسیون 

 

 

 تأثیرتحت  AGSوقوع آپوپتوز در رده سلولی به علاوه 
مورد  Annexin V-FITCاسید سیتریک با استفاده از تست 

ها برای مدت ارزیابی قرار گرفت. بدین صورت که سلول
های غلظت تأثیرساعت تحت  72و  48، 24های زمان

-این غلظت تأثیررار گرفتند. سپس مختلف اسید سیتریک ق

اندازه گیری شد و  AGSها بر القاء آپوپتوز در رده سلولی 
آنالیز آماری صورت گرفت. نتایج حاصل نشان داد که 

درصد مرگ سلولی با افزایش دوز و طول زمان تیمار با 
اسید سیتریک افزایش یافته است. به طوری که درصد 

نسبت به گروه کنترل که  هاهای زنده در سایر گروهسلول
درصد سلول زنده بود، کاهش را نشان داد.  44/91شامل 

این اختلاف در افزایش درصد وقوع آپوپتوز از نظر آماری 
باشد دار میها نسبت به گروه کنترل معنیی غلظتدر همه
 (.4 -2)اشکال 
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 جلالی و همکاران

 

 
 

میکروگرم/  1611و  811، 411های مختلف اسید سیتریک تحت تیمار با غلظت AGSهای ر سلولهای زنده، آپوپتوز اولیه و آپوپتوز انتهایی ددرصد سلول. 2شکل 

 ساعت 24لیتر به مدت میلی

 P<0.05* ؛P<0.01** در مقابل گروه کنترل 
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 (AGS) سلولی آدنوکارسینومای معده انسان تاثر اسید سیتریک بر توان زیستی و میزان وقوع آپوپتوز در رده

 

 
 

میکروگرم/  1611و  811، 411اسید سیتریک های مختلف تحت تیمار با غلظت AGSهای های زنده، آپوپتوز اولیه و آپوپتوز انتهایی در سلولدرصد سلول .3شکل 

 ساعت 48لیتر به مدت میلی

 P<0.01* ؛P<0.001** در مقابل گروه کنترل
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میکروگرم/  1611و  811، 411های مختلف اسید سیتریک تحت تیمار با غلظت AGSهای های زنده، آپوپتوز اولیه و آپوپتوز انتهایی در سلولدرصد سلول. 4شکل 

 ساعت 72تر به مدت لیمیلی

P<0.001* در مقابل گروه کنترل 
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 (AGS) سلولی آدنوکارسینومای معده انسان وع آپوپتوز در ردهتاثر اسید سیتریک بر توان زیستی و میزان وق

 

 بحث
در تحقیق حاضر توانایی اسید سیتریک در مهار رشد و 

ریزی خاصیت ضد تکثیری آن که از طریق القاء مرگ برنامه
ی های ردهگردد، در سلولی سلولی اعمال میشده

(، مورد بررسی قرار AGSآدنوکارسینومای معده انسان )
باشد که اسید نتایج حاصل شده حاکی از آن می .گرفت

های آدنوکارسینومای معده سیتریک قادر است رشد سلول
به طور را به صورت وابسته به دوز و زمان مهار نماید. 

ی اثر در زمینه 2118مشابه بررسی صورت گرفته در سال 
های سرطانی، نیز اسید سیتریک بر رشد و تکثیر سلول

روی بیان پروتئین  تأثیرسید سیتریک با دهد که انشان می

53p 21، بیان پروتئینp  و آزاد سازی سیتوکرومC  آپوپتوز را
تحقیقات سال (. 11نماید )های سرطانی القاء میدر سلول

دهد که اسید سیتریک به عنوان یک آنتی نیز نشان می 2111
ی آنزیم فسفو فروکتوکیناز قادر گلیکولیتیک و مهارکننده

-و افزایش بیان ژن Mcl-1ز طریق کاهش بیان ژن است ا

ها و باعث تخریب سلول 21pو  53pهای پروآپوتوزی 
 2113ی دیگری در سال مطالعه (.16شود )آپوپتوز در آنها 

-دهد که اسید سیتریک نه تنها مانع از تکثیر سلولنشان می

شود، بلکه باعث به روش وابسته به دوز می HaCaTهای 
ای پروآپوپتوزی و توقف چرخه سلولی در هالقاء ژن

بررسی اثر  2117در سال  (.17شود )می G2 / Mمرحله 
های مختلف سرطان نشان درمانی اسید سیتریک در سلول

های سرطانی با اثر سیتریک اسید از داد که تمایز سلول
-توقف میی تری کربوکسیلیک اسید مطریق مهار چرخه

تواند برای درمان سرطان مفید شد، لذا اسید سیتریک می
 (.13باشد )

 گیرینتیجه 
و فلوسیتومتری صورت گرفته  MTSنتایج حاصل از تست 

باشد که اسید در تحقیق حاضر، بیانگر این مسئله می
بر مسیر مرگ  تأثیرگذاریقادر است با  احتمالاًسیتریک 

ای هپتوز را در سلولی سلولی، آپوبرنامه ریزی شده
آدنوکارسینومای معده انسان القاء نماید و از این طریق در 

 درمان سرطان معده مؤثر واقع گردد.

 سپاسگزاری
نامه کارشناسی ارشد تحت عنوان این مقاله حاصل پایان

اسید سیتریک بر توان زیستی و میزان وقوع اثر بررسی 
 (AGSه انسان )آپوپتوز در رده سلولی آدنوکارسینومای معد

 1397مصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد در سال 
 .باشدمی IR.IAU.SHK.REC.1397.028با کد اخلاق 
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