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الخلاصة:
أجريت هذه الدراس��ة لمعرفة تأثير بعض المكونات الفعالة الموجودة في أوراق نبات النعناع إذ تم اس��تخلاص الزيت الطيار من أوراق نبات النعناع و درس التأثير 
الس��مي لهذا المس��تخلص الزيتي على نمو الخلايا الورمية المتمثلة بخط خلايا س��رطان الرحم Hela  و س��رطان الحنجرة البشري Hep-2 و سرطان منطقة الحوض 
RD ومقارنتها مع خط أرومة الخلايا اللمفية  جنين الجرذ الطبيعيةRef    وذلك باس��تخدام تقنية الزرع النس��يجي في الزجاج .وقد أ ظهرت  النتائج فروق معنوية في 
التأثير الس��ام على خطوط الخلايا الس��رطانية اعتمادا على التركيز المس��تخدم ومدة التعريض 48 س��اعة في حين لم يظهر للمستخلص تأثير سمي في خط خلايا جنين 

الجرذ الطبيعية Ref   حتى بعد تعريضها لمدة 72 ساعة. 

الكلمات المفتاحية:  الزيوت الطيارة، نبات النعناع ، التأثير السمي الخلوي .

المقدمة:

اس��تخدمت أوراق النعناع في الطب منذ آلاف الس��نين وان البابليين استخدموه 
لمعالجة س��وء الهض��م والصينيين للمغص ،والرومان لتخفيف الثمالة والتس��مم 
.Evans,1999;Briggs,1993(( ويع��د نب��ات النعن��اع م��ن أه��م النبات��ات 
الطبي��ة والعطرية اقتصاديا ينتج زيت النعناع ف��ي العالم والولايات المتحدة بما 
يق��ارب8000 طن /الس��نة Yadegacinia,2006(( وزيت النعناع هو الأكثر 
اس��تخداما على نطاق الزيوت الطيارة يستخدم النعناع في علاج الربو،والتهاب 
الجيوب الأنفية ،تخفيف الس��عال والتهاب الحلق ،ويس��تخدم كمطهر ومنكهه في 
غس��ولات الفم واللثة ومعاجين الأس��نان ،وبما انه يؤدي إلى ارتخاء العضلات 
قد يس��اعد للتخفيف عن التش��نجات المؤلمة ومعالجة نزلات الب��رد والأنفلونزا 
Longe,2005(( وقد أظهرت بعض التجارب ان زيت النعناع لدية القدرة على 
 Sparks et الح��د من الم البطن )المغص  (بس��بب متلازمة القولون التش��نجي
al.,1995(( ويس��تخدم في معالجة اضطرابات الجهاز الهضمي منها الإس��هال 
 May et والمغ��ص وفق��دان الش��هية ومعدل الحموض��ة وعلاج آلالام المع��دة
al., 1995(( .وض��ح Jain  وآخ��رون 2011((تأثير مس��تخلص أوراق نبات 
النعناع في أربعة خطوط خلايا س��رطانية بشرية وهي خط خلايا سرطان عنق 
الرحم Hela،خط خلايا س��رطان القولون HT-29 ،خط خلايا س��رطان المثانة 
Hek- وخطين من الخلايا الطبيعية هماMcf-7 خط خلايا سرطان الثدي،T-24
 IMr-90 Human embryo293((و Human embryonic kidney
lung fibroblast((ان الفعالية المضادة للس��رطان تعتمد على وقت التعريض 
يتوقف على تركيز المس��تخلص  	Bax والتركيز اذ ان تنظيم تعبير جينات
وكذل��ك زي��ادة التعبير ف��ي P53في الخلايا المعاملة لأكس��ابه نمط الش��يخوخة 
الظاه��ري وبالتالي تؤثر على آلية التمايز في الخلايا الس��رطانية البش��رية .كما 
درس Gould  1995((أس��تخدام التربين��ات ف��ي تثبي��ط مراحل نم��و الخلايا 
الورمية اذ ان لها دور في تثبيط تكوين الورم ومرحلة تعزيز الورم فضلا على 
تحفيز تماي��ز الخلايا ويثبط بصورة فعالة غزو الخلايا الورمية وهذا يرجع الى 
Che�  دورها في تحوير المواد المسرطنة الى مواد اقل سمية او كمانع كيميائي 
mopreventive يحث الموت المبرمج وذلك بتسارع موت الخلايا السرطانية. 
أن اله��دف من هذه الدراس��ة هو لمعرفة تأثير مس��تخلص النعن��اع الزيتي على 

نمو الخلايا الورمية المتمثلة بخط خلايا س��رطان الرحم Hela  وخط س��رطان 
الحنجرة البش��ري Hep-2 وخط خلايا سرطان منطقة الحوض RD ومقارنتها 
مع خط خلايا جنين الجرذ الطبيعيةRef    وذلك باستخدام تقنية الزرع النسيجي 

في الزجاج .

1-2 تحضير مستخلص النعناع الزيتي 
اس��تخدمت طريقة التقطير البخاري في اس��تخلاص الزيت الطيار من أوراق 
نب��ات النعناع إذ تم اس��تخدام جه��از كلافنجر والموصوف في دس��تور الأدوية 
ت��م   ))British Herbal pharmacopoeia,1996 للأعش��اب  البريطان��ي 
الاستخلاص بنس��بة   10:1)وزن/حجم( )أوراق نعناع /ماء( )حسين ،1981( 
إذ يحم��ل بخار الماء الزيوت الطيارة باتجاه المكثف ثم إلى مصيدة الزيت إذ يتم 
تجميع الزيت فيها ويكون طافيا فوق سطح الماء يجمع الزيت ويفلتر ويحفظ في 
قنان��ي نظيف��ة وجافة ويرعى أن تكون صغيرة الحج��م وذات لون داكن وغطاء 

محكم ويحفظ على 4م˳ لحين الاستعمال. 
2-2 خطوط الخلايا السرطانية 

استعملت ثلاثة أنواع من خطوط الخلايا السرطانية بالإضافة إلى خط الخلايا 
 .) )REF الطبيعية

1 - خط خلايا سرطان الرحم Hela(( استعمل هذا الخط عند التمريرة 250 .
2 - خط خلايا س��رطان الحنجرة البش��ري Hep-2(( اس��تعمل هذا الخط عند 

التمريرة 235 .
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3 - خط خلايا س��رطان منطقة الحوض البشري RD((استعمل هذا الخط عند 
التمريرة 325 .

4 - خط خلايا جنين الجرذ الطبيعيةREF((استعمل هذا الخط عند التمريرة25.
ت��م الحصول على هذه الخطوط المذكورة في أع�اله من قبل المركز العراقي 
لبحوث الس��رطان والوراثة الطبية. الجامعة المستنصرية وهي منماة على وسط 
.Bovine calf serum المزود ب %10مصل العجل البقري RBMI-1640

3-2 فحص الس��مية الخلوية Cytotoxicity((للزيوت الطيارة المس��تخلصة 
من أوراق نبات النعناع في خطوط الخلايا السرطانية وخط الخلايا الطبيعية 

تم زرع الخلايا السرطانية في أطباق الزرع النسيجي ذات الحفر المتعددة96(( 
حفرة مس��طحة القع��ر Flat bottom well وتضمن��ت التجربة ثلاث مراحل 

 ))Mather and Robert,1998
المرحل��ة الأول��ى زرع أو بذار الخلاي��اCELL Seeding((:أخذت الأوعية 
الحاوية على طبقة أحادية متكاملة من الخلايا ثم قلعت الخلايا باستعمال محلول 
التربس��ين -فيرس��ين ،أضيف 20مليلتر من الوس��ط الزرعي الم��زود بالمصل 
بنسبة %10إلى كل وعاء ومزج باستعمال ماصة دقيقة Micropipetteوضع 
0.2مليلتر من عالق الخلايا في كل حفرة من حفر الطبق بحيث تحتوي كل حفرة 
عل��ى ما يق��ارب 1x105 )خلي��ة /حفرة(.تم تغطية س��طح الطبق بورق لاصق 
شفاف معقم خاص بهذا الغرض ثم حضن بدرجة حرارة 37م˳ الى اليوم التالي 

للسماح للخلايا بالالتصاق وتكوين طبقة أحادية  كاملة. 
المرحل��ة الثانية مرحلة التعري��ض Exposure stage((:بعد فحص الأطباق 
والتأك��د من نمو الخلايا فيها وتكوين طبقة أحادية كاملة عوملت الخلايا  النامية 
في الحفر بتراكيز نصفية من الزيت الطيار المستخلص من أوراق نبات النعناع 
،تراوح��ت هذه التراكي��ز 125-1000  مايكرو غ��رام /مليلتر إذ حضرت هذه 
Dimeth� 0.01غم من خلاصة المس��تخلص ب 1 مليلتر من  التراكي��ز بإذابة  
yl sulfoxide وق��د عد هذا المحلول محلولا قياس��يا لآج��ل تحضير التخافيف 
من��ه لاحقا وتم أج��راء أربعة تخافي��ف 1000,500,250,125((مايكروغرام/
مليلتر .لقد تم تحضير التراكيز عن طريق تخفيف خلاصة المس��تخلص بالوسط 
الزرع��ي الخال��ي من مصل العجل البقري . س��كب الوس��ط الزرعي القديم من 
أطباق الزرع النس��يجي بعد رفع اللاصق الش��فاف منه وأضيف 0.2 مل/حفرة 
م��ن التراكيز أع�اله وبواقع ثلاث مك��ررات لكل تركيزكما ت��م عمل مكررات 
للسيطرة  )خلايا مضاف إليها وسط خالي من المصل (.حضنت الأطباق بدرجة 
حرارة  37  ◦م˳ولمدة تعريض 48ساعة ماعدا الخلايا الطبيعية تم حضنها لمدة 

72 ساعة . 
المرحلة الثالثة :الكش���ف عن التأثير السمي لمس���تخلص النعناع الزيتي  من 

أوراق النعناع 
بعد انتهاء مدة التعريض ،أخذت الأطباق وتم التخلص من وس��ط التعريض ثم 
غس��لت بمحلول الملح الفسلجي ثم صبغت الخلايا بإضافة 0.1مليلتر من صبغة 
البنفسج البلوري crystal violet وحضنت بدرجة حرارة ˳37م لمدة 30دقيقة 
وبعدها أزيلت الصبغة وجففت الأطباق،قرأت النتائج لكل طبق باس��تخدام جهاز 
 ELISA micro plate المطي��اف الضوئي الخ��اص بأطباق المعايرة الدقيق��ة
spectrophotometer عن��د الطول الموجي 492 نانومتر .تم حس��اب معدل 
 ))Freshuney,2001 تثبيط نمو الخلايا السرطانية على وفق المعادلة التالية

I.R% = النسبة المئوية لمعدل التثبيط.

A = الكثافة الضوئية للسيطرة السالبة.
B = الكثافة الضوئية لمجموعة الاختبار. 

3 - النتائج والمناقشة:
Hela 1-3 نتائج التأثير السمي لزيت النعناع على نمو خلايا خط

  Hela أظهرت نتائج دراس��ة التأثير الس��مي لزيت النعناع على نمو خلايا خط
عند فترة تعريض 48ساعة زيادة في تثبيط نمو الخلايا بصورة معنوية مع زيادة 
التراكيز إذ بلغت أعلى نس��بة مئوية لتثبي��ط نمو خلايا خط Hela  68.32%عند 
تركيز 1000مايكرو غرام /مليلتر عند مدة تعريض 48س��اعة بالمقارنة مع خط 

خلايا REFالطبيعية اذ بلغت النسبة المئوية للتثبيط عند هذا التركيز %35.22وان 
أقل نسبة مئوية لتثبيط نمو خلايا خط Hela عند تركيز 125مايكروغرام /مليلتر 
كان��ت %48.97بالمقارنة مع خط خلايا REF الطبيعية اذ بلغت النس��بة المئوية 

للتثبيط عند هذا التركيز %10.2كما موضح بالشكل )1( 

HEP- أم��ا عند دراس��ة التأثير الس��مي لزيت النعن��اع على نمو خلاي��ا خط
2الس��رطانية عن��د فترة تعريض 48س��اعة لوحظ زيادة في تثبي��ط نمو الخلايا 
بص��ورة معنوية مع زيادة التراكيز اذ بلغت أعلى نس��بة مئوية لتثبيط نمو خلايا 
خ��ط HEP-2 553.44% عند تركيز 1000مايكرو غرام /مليلتربالمقارنة مع 
النس��بة المئوي��ة لتثبيط نمو خلاي��ا REFالطبيعية اذ كان��ت %35.22عند نفس 
التركيز في حين أن ادنى نس��بة مئوية لتثبيط نمو خلايا خط HEP-2السرطانية 
كان��ت %44.17عند تركي��ز 125مايكرو غ��رام /مليلتر بالمقارنة مع النس��بة 
المئوية لتثبيط نمو خلايا REFالطبيعية والتي كانت %10.2عند التركيز نفس��ه 

.كما موضح بالشكل2((.

وقد أظهرت نتائج دراس��ة التأثير الس��مي لزيت النعناع عل��ى نمو خلايا خط 
RDالس��رطانية زيادة معنوية في تثبيط نمو الخلايا مع زيادة التراكيز عند فترة 
تعريض 48س��اعة إذ بلغت أعلى نسبة مئوية للتثبيط خلايا خط RD السرطانية 
REF 63.27 عند تركيز 1000مايكرو غرام/مليلتر بالمقارنة مع خلايا خط%
الطبيعي��ة اذ بلغت النس��بة المئوية للتثبيط %35.22عند التركيز نفس��ه في حين 
كان��ت أدنى نس��بة مئوية لتثبيط نمو خلاي��ا خط RD عند تركي��ز 125مايكرو 
 REF غرام /مليلتر %40.10بالمقارنة مع النسبة المئوية لتثبيط نمو خلايا خط

الطبيعية والتي كانت %10.2عند التركيز نفسه . كما موضح بالشكل )3(.

100
A

AB%R.I ×
−

=Inhibitory rate/

)شكل 1( التأثير السمي لمستخلص النعناع الزيتي على نمو  خلايا خط 
Helaعند فترة تعريض 48 ساعة بالمقارنة مع خلايا REF الطبيعية. 

 HEP-2 الش���كل )2( التأثير الس��مي لزي��ت النعن��اع على نمو خلاي��ا
REF الس��رطانية عن��د فترة تعري��ض 48 س��اعة بالمقارنة م��ع خلايا

الطبيعية.
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تضمن��ت هذه الدراس��ة التح��ري عن التأثير الس��مي للزيت المس��تخلص من 
 Hela)،HEP-2)( نب��ات النعن��اع على ثلاث��ة خطوط خلايا س��رطانية وه��ي
RD،(((ومقارنته��ا م��ع خ��ط الخلاي��ا الطبيعي��ة REF((بتراكي��ز مختلفة هي 
1000,500,250,125((مايكرو غرام/مليلتر عند فترة تعريض 48س��اعة إن 
نتائج الدراس��ة تؤكد أن  النس��بة المئوية لتثبيط الخلايا السرطانية اعتمدت على 
التركي��ز المس��تعمل فالعلاقة طردية بين النس��بة المئوية لتثبي��ط نمو الخلايا مع 
تركيز الزيت المس��تخلص من النعناع وان نتائج هذه الدراسة جاءت متوافقة لما 
توصل إليه Rahimifard وآخرون 2010(( إذ درس فعالية الزيوت الأساسية 
المستخلصة من نبات النعناع على نمو خلايا خط سرطان الرحم Hela(( وخط 
خلايا س��رطان الحنجرة البشرية HEP-2(( بتراكيز مختلفة وأظهرت الزيوت 
الأساس��ية أعلى س��مية على خ��ط خلايا Hela(( وأقل س��مية عل��ى خط خلايا 
HEP-2(( بالمقارن��ة م��ع خط الخلايا الطبيعية. كما أش��ار Shirazi وآخرون 
2004(( إل��ى فعالي��ة الزيوت الأساس��ية من نبات النعناع ف��ي تثبيط تكاثر خط 
Sk- وخط خلايا سرطان المبيض الغدي للإنسان   A549 خلايا سرطان الرئة
ov-3 وخ��ط خلاي��ا Hela  إذ أظهرت النتائج زيادة معنوية في النس��بة المئوية 
لتثبيط نمو الخلايا مع زيادة تراكيز الزيوت المس��تخلصة من نبات النعناع وكما 
بين )Banu ,(2006  من خلال دراس��ة التأثير الس��مي للزيوت الأساسية التي 
 CHO )) Chinese تتك��ون من مواد تربينية على خطوط الخلايا الس��رطانية
      V79 )) lung fibroblast cell خ��ط  hamster carcinoma  وخلاي��ا 

Chinese hamster
وخلايا خ��ط )A549)  Human lung carcinoma وأظهرت تأثير س��ام 
عل��ى الخلايا ف��ي التراكي��ز العالية و المنخفض��ة وتوكد إن الزيوت الأساس��ية 
المتكون��ة من التربينات ممكن اس��تخدامها كمضاد ل�ألورام ولعلاج الأورام في 
الجسم الحي .ولغرض إيضاح الفعل المضاد الزيوت الأساسية  المستخلصة من 
نبات النعناع  إذ  أن هذا الفعل هو فعلًا متعدد التأثير ناجماً عن امتلاك المركبات  

الفعال��ة الموجودة فيه فعلًا مضاداً للأكس��دة وحاثاً على الموت  المبرمج أو عن 
cellu�  طري��ق حث الأنزيمات الأيضية المس��ؤولة عن أبطال الس��مية الخلوية 

lar detoxification enzyme  وتدخ��ل الخلية ف��ي عملية الموت المبرمج . 
 )Selectivity(تتمي��ز بعض مركبات الايض الثانوي النباتي��ة ببعض الانتقائية
في التأثير في الخلايا الس��رطانية ، لذلك تم مقارنة الفعالية السُ��مية للمستخلص 
 Rat  Embryo في الخلايا الس��رطانية وفي الخلايا الطبيعية لجنين الفأر أيضا
Fibroblast (REF(  ، مع اعتماد الأخيرة س��يطرة عند المقارنة. ومن خلال 
النتائج ، وجد أن هنالك تأثيراً سُ��مياً واضحاً للمس��تخلص في الخلايا السرطانية 
الثلاث��ة ، في حي��ن لم يكن هنالك تأثي��ر مماثل في خلايا )REF( ،نس��تنتج من 
ذلك إنّ الانتقائية قد تكون بس��بب بع��ض الخواص الايضية التي تمتلكها الخلايا 
الس��رطانية وغير الموجودة في الخلايا الطبيعية ، مثل الطبيعة الايضية لتكون 
الأوعية الدموية الجديدة وكذلك ش��كل وطبيعة المستقبلات الموجودة على سطح 
 Folkman ,( الخلية الس��رطانية وإمكانية ارتباطها بالمركـــب��ات المخـــــتلفة
 DNA 2000(  ،  فضلا عن ذلك يكون شـريطا الـ  ;  Moteki et al., 2002
في الخلايا الس��رطانية بشكل منبس��ط )Relaxant(  والجزيئة ككل تكون غير 
مس��تقرة بس��بب تباعد الأواصر الهيدروجينية )H-bonds(  التي تربط شريطا 
ال��ـ DNA ،  الأمر الذي يس��هل عملية ارتباط المركب��ات الداخلية أو الخارجية 
بسلس��لتي الـDNA ، في حين DNA الخلايا الطبيعية يكون مرصوصاً بش��كل 
ق��وي والأواص��ر الهيدروجيني��ة غي��ر متباعدة وه��ذا يعيق ارتب��اط المركبات 

المختلفة والتأثير فيها 
)Belijanski , 2000( . إن الخلاي��ا الس��رطانية تمتل��ك صفات ايضية غير 
موج��ودة في الخلايا الطبيعية ، منها الانتهازية والإفراط في الحاجة إلى التغذية 
وكذل��ك القابلية على الغزو والانتش��ار ، لذا هنالك  بع��ض العوامل أو الجينات 
أو البروتين��ات تك��ون موجودة بش��كل مختلف عما هو موج��ود عليه في الخلية 
الطبيعي��ة وبذلك يمكن أن تكون هدفاً لمركبات الاي��ض الثانوي في التأثير على 
الخلايا الس��رطانية ، إذ إن عملية أكسدة الدهون )Lipid peroxidation( تعد 
من العمليات المهمة في توفير الطاقة عند تحول الخلايا الطبيعية إلى السرطانية 
وتك��ون هذه العملية نتيجة لعملية الأكس��دة المتولد من تك��ون الجذور الحرة في 
الخلاي��ا الس��رطانية )Cho et al., 2003( ، لذل��ك قد تعم��ل مركبات الايض 
الثانوي لنبات النعناع  في تأثيرها السُمي في الخلايا السرطانية من خلال إيقاف 
عم��ل أنزيم أكس��دة الدهون )Lipoxygenase( عن طري��ق تثبيط عمل الجين 
lipoxygenase mRNA-5 والمُعّبر بشكل عالٍ )Over expressed(   في 
  Topoisomerase I الخلايا الس��رطانية ، الذي بدوره يؤدي إلى تثبي��ط إنزيم
Cell prolifera�( واستمرار نمو الخلية DNA �المسؤول عن  إعادة ارتباط الـ

tion( وعن��د ذلك يتوقف نمو الخلية الس��رطانية لتدخل مرحلة الموت المبرمج 
)Hoernlein et al., 1999( . أم��ا عل��ى صعي��د العوامل ف��ان هنالك بعض 
العوامل التي تكون نش��طة في الخلية الس��رطانية وتكون هدفاً لمركبات الايض 
الثان��وي ، وهو العامل Nuclear  transcription factor (NF-B( الذي له 
دور مهم وأس��اس ف��ي تنظيم دورة حياة الخلية ونموها من خلال المس��اعدة في 
التش��فير عن الس��ايتوكينات )Cytokines( وعوامل النم��و ، لذلك فأن تثبيطه 
س��ـوف يؤدي إلى ح��دوث خلل ف��ي دورة الحياة وبالتالي تدخ��ل الخلية مرحلة 

. )Ahmed et al., 2000( الموت المبرمج

 RD الش���كل )3( التأثي��ر الس��مي لزي��ت النعن��اع على نمو خلاي��ا خط
 REF الس��رطانية عند فترة تعريض 48 س��اعة بالمقارنة مع خط خلايا
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 Volatile Oils extracted from Plant mint Mentha Piperita
 and study the toxic effect in some cancer cell lines
Marwa Mohammed Saeed, Marib Nazih Rashid, Mohammed Ibrahim Nader, Sarah Faisal Hasan
Genetic engineering and bio-technology institute/ Baghdad University

SUMMARY:

This study was conducted to determine the impact of the most important active ingredients which are present in leaves  
of mint plant. The   volatile oil was  extracted from the leaves of a mint plant and investigated  its  toxic effects on 

the growth of tumor cell lines of cervical cancer( Hela) line human larynx cancer (Hep-2), line of cancer cells the pelvic 
area RD and compared with a Rat embryonic fibroblast  line (REF) ,by  using Technology transplant tissue in the glass. 
The results revealed that significant differences of extract on the tumor cell line , the cytotoxicity for the mentioned line 
was dependent on concentrations and exposure time 48hr  ,while had no effect on the REF normal cells even after 72hr at 
exposure  .
Keywords: volatile oil, mint plant, toxic effects on cancer cell line.


