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  مقدمه 
 بـا  ريـز  درون غـدد  بيماري ترين شايع مليتوس ديابت
 متابوليـك،  اخـتلالات  بـا  بيماري ينا. تاس% 2-1 شيوع

 ،) (Neuropathyنوروپـاتي  ،)(Retinopathyرتينوپاتي
ــكولوپاتي ــايعاتي و Vasculopathy) ( واس ــاء ض  درغش

 بـالا  بيمـاري  اين اصلي علت). 1( گردد مي مشخص پايه
 .باشـد  مـي  پلاسـما  گلـوكز  غلظـت  مدت لانيطو بودن

 اسـترس  يـك  عنـوان  بـه  ديابـت  از ناشي هايپرگليسمي
 ماننـد  مشكلاتي موجب Oxidative stress) (اكسيداتيو
 تمـام  توانـد  مـي  ديابتيـك  نوروپـاتي . گـردد مي نوروپاتي
 مـرگ  رونـد . كنـد  گرفتـار  را عصبي سيستم هايقسمت

هاي نـواحي مختلـف    نورون در اپپتوز القا طريق از يسلول
 گزارش شده است سيستم عصبي مانند ناحيه هيپوكامپ 

 گيـاهي  اكسـيدان آنتي مواد پيرامون زيادي لعاتمطا). 2(
 مـورد  هـا آن مـوثره  تركيبـات  و خـواص  و گرفته صورت
 بـه  كه است انگلي گياهي سس. است گرفته قرار بررسي

 ايران و چين سنتي طب در و پيچد مي ديگر گياهان دور
 در بـارزي  درمـاني  اثـرات  و داشـته  فراواني هاي ستفادها

 داراي چنـين هـم  گيـاه  ايـن . )3( دارد طحال و كليه كبد،
 شـده  داده نشـان  .باشـد  مي محافظتي و پيري ضد اثرات
 بـر  سـس،  اتـانولي  عصاره اكسيدانيآنتي فعاليت كه است
 اسـتامينوفن  ناشـي از  كبدي سميت از كبدي هاي سلول
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 سس گياه فلاونوييدي و تام عصاره اكسيداني آنتي اثر مطالعه

)Cuscuta lehmanniana Bunge(  12 هاي سلول برPC ديابتيك مدل 

  چكيده
 و سـلولي  دقيـق  مكانيسـم هـاي   تـاكنون  باشد، مي شيرين ديابت به ابتلا عوارض مهمترين از يكي مركزي و محيطي هاي نوروپاتي:  هدف و زمينه

 دلايل از يكي به عنوان آزاد هاي راديكال نقش به يراخ سال هاي در تحقيقات. است نگرديده مشخص گلوكز افزايش از ناشي نوروتوكسيسيتي مولكولي
 عوامل از ناشي هاي آسيب از جلوگيري براي  درماني هاي گزينه از يكي ها اكسيدان آنتي از استفاده مبنا اين بر. است شده توجه ديابتيك هاي نوروپاتي
 Cuscuta علمـي  نـام  بـا  سـس  گيـاه  فـلاو نوييـدي   و تام عصاره يدانياكس اثرآنتي حاضر تحقيق در. باشد مي گلوكز افزايش مانند اكسيداتيو استرس

lehmanniana Bunge، 12 هاي برسلول، باشد مي ايران بومي انگلي گياه كه PC نوروپـاتي  سـلولي  مـدل  عنـوان  بـه  گلـوكز  افزايش با تيمار تحت 
 . گرديد استفاده ديابتيك

 گرديـده  اسـتفاده  ديابتيـك  نوروپاتي سلولي مدل القا عنوان به گلوكز افزايش با كشت محيط در PC 12 رده هاي سلول از حاضر تحقيق در: روش كار
-2,2) روش  بـه  گيـاه  هاي عصاره آزاد هاي راديكال اندازي دام به فعاليت. گرديد تهيه فلاونوييدي و تام عصاره آوري جمع از پس سس، گياه از.است

diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH 12 هاي سلول روي بر فلاو نوييدي و تام عصاره اثر سپس و PC تسـت  از اسـتفاده  با گلوكز افزايش تحت 
MTT، اي هسته آميزي رنگ PI-Annexin بلاتينگ وسترن و )Western blot( پروآپوپتوتيك پروتئين براي Bax  گرفت قرار مطالعه مورد.   
 بردن به كار پس از. باشند مي آزاد هاي راديكال اندازي دام به خاصيت داراي سس گياه ييديفلاو نو و تام عصاره كه داد نشان   DPPHنتايج: هايافته
 هـم چنـين   MTT تسـت  نتـايج .   اند داده نشان كاهش%  45/70  كنترل، گروه به نسبت آزاد هاي راديكال µg/ml50 غلظت با  فلاو نوييدي عصاره
 افزايش%  83 و 70 ترتيب به را ها سلول حياتي توان 50µg/ml  غلظت با فلاو نوييدي صارهع و 100µg/ml غلظت در گياه تام عصاره كه داد نشان
 سنجش است، يافته كاهش% 8/15 به% 2/38 از كنترل گروه با مقايسه در  آپوپتوتيك هاي سلول تعداد كه داد نشان Annexin آميزي رنگ. است داده

  . باشدمي فلاونوييدي و تام عصاره از استفاده متعاقب Bax پروآپوپتوتيك پروتئين بيان ردا معني كاهش دهنده نشان هم چنين بلاتينگ وسترن
 كشت محيط در گلوكز افزايش برابر در نوروپروتكتيو خاصيت داراي سس گياه فلاونوييدي و تام عصاره تحقيق اين هاي يافته اساس بر: گيري نتيجه 

  . گردد واقع موثر ديابتيك هاي نوروپاتي كاهش يا و كنترل در بتواند اهگي اين درماني خواص رسد مي نظر به باشند،مي
 

 .PC 12 هاي سلول ديابتيك، نوروپاتي سس، گياه: هاكليدواژه
 

 15/8/90 :تاريخ پذيرش  21/6/90:تاريخ دريافت
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 گليكوزيـدي  عصـاره  .)4( كنـد مي ريجلوگي ها موش در
 هـاي سـلول  رده در سـلولي  تمـايز  القاي موجب گياه اين
12PC ــاكتور مشــابه عملكــردي و اســت شــده  هــاي ف

 فعـال  تركيبـات   ).5 ،4( اسـت  داده نشان را نوروتروفيك
 سـتين، يركو  ماننـد  ييهاييدفلاونو شامل اساسا سس بذر

 هـا آن زيدهايگليكو و آستراگالين كوسكوتين، كامپفرول،
 هـاي گـروه  بزرگتـرين  از يكـي  هاييدفلاونو. )6( باشدمي
 اغلب و سبز گياهان در تركيبات اين. هستند طبيعي فنلي

 اكسيداني آنتي فعاليت .)7( دارند وجود گياهي هاي عصاره
 عصـاره  ،اسـت  آمده  مطالعات از بسياري در تركيبات اين
 داشته ها سلول از بسياري روي محافطتي اثر گياه اين تام

 و هـا  سلول از محافظت در آن فلاو نوييدي اثرات و است
 شـامل  ييهـا  مكانيسم از وسيعي دامنه به سرطان درمان

ــواص ــه دام خ ــدازي ب ــال ان ــاي راديك ــديل آزاد، ه  تع
 و كننــد مــي فعــال را هــا كارســينوژن كــه هــايي آنــزيم

 1 پروتئين كننده فعال رونويسي فاكتور القاي از جلوگيري
(AP-1) سـابقه  بـه  توجـه  با. )9و 8( شود مي داده نسبت 
 منــاطق در دارويــي گياهــان از اســتفاده طــولاني بســيار
 و ايـران  اقليمـي  گياهي طبيعي فلور هم چنين و مختلف
 سـلولي  هاي رده در آن متفاوت اثرات و سس گياه بومي

 روي آن اكسـيداني  آنتـي  اثـر  حاضـر  تحقيق در مختلف
 عنوان به گلوكز افزايش با رتيما تحت عصبي هاي سلول
 .گرفت قرار ارزيابي مورد ديابتي نوروپاتي براي مدل يك
 

  كار روش
 روش از تــام گيــري عصــاره بــراي :گيــري عصــاره

 ايــن بــه .گرديــد اســتفاده )Percolation(پركولاســيون
ــور ــرم 220منظ ــودر گ ــي 1200 و پ ــي س ــلال س  ح
 سـه  در گيـري  عصـاره  عمل. گرديد استفاده الكلي هيدرو
 حاصـل  تام عصاره سي سي 800 و پذيرفت انجام مرحله
 از سـي  سي 400 فلاو نوييدي عصاره تهيه براي .گرديد
 اتـر  سـي  سـي  200 بـا  اول نوبـت  از حاصل تام عصاره

 ليتـر  ميلـي  150 بـا  مرتبـه  هـر  ديگر مرحله دو دوپترول
 )Decanter(قيف جدا كننـده  از استفاده با و اتردوپترول

 عيمـا  فـاز  در فـلاو نوييـدي   كيباتتر. شد  داده شستشو
. گرديدنـد  اتردوپترولي فاز وارد ها ناخالصي و مانده باقي
 فـاز . گرديدنـد  جـدا  اتردوپترولي فاز و نگهداري عيما فاز
 )Rotary(روتاري دستگاه توسط هاييدفلاونو حاوي عيما

 سـازي  آماده فلاو نوييدي عصاره بصورت و گرديد تغليظ
  .شد

    آزمايش هاي گروه
 محـيط  در شـده  داده كشـت  هاي سلول: كنترل گروه
 DMEM )Dulbecco's Modified معمــولي كشــت

Eagle Medium( با ،قرار گرفتند mg/ml  5/4 گلوكز 
 هـاي  سلول كشت جهت استفاده دستورالعمل طبق بر كه
12PC كشت هاي سلول هم چنين و است مناسب بسيار 
 هـاي  روهگ ـ عنـوان  به نيز گلوكز غلظت برابر 6 در شده

 .شدند گرفته نظر در كنترل
 در شـده  داده كشـت  هاي سلول شامل:  تجربي گروه 

 تحـت  كه باشند گلوكزمي طبيعي برابرغلظت 6 با محيط
 و تام عصاره 100 و 50وµg/ml 25 هاي غلظت با تيمار

 قـرار  96 و 72 و 48 زمـان هـاي   در فلاو نوييدي عصاره
  . گرفتند

 از PC 12 هـاي  سـلول : 12PC هـاي  سلول كشت
 و درجـه  37 دمـاي  در ها سلول. شد تهيه پاستور انستيتو

بـه          DMEM محـيط  و CO 2,% 5 و% 90 رطوبـت 
 Fetal Bovine Serumگـاوي  جنـين  سرم% 5  علاوه

(FBS)، 10% ــرم ــب س  و  Horse Serum (HS) اس
Penicillin 50 IU/ml، Streptomycin  µg/ml 50 

  . شدند داده رشد
 بـا  سـس  گيـاه  اكسيداني آنتي فعاليت سنجش

DPPH : 1 ــام عصــاره از گــرم  1 در فــلاو نوييــدي و ت
  محلـول  از سـپس  و شـد  حـل % 90 اتـانول  از ليتـر  ميلي

mg/ml 1000  مختلـف  هـاي  غلظـت  ،آمـده  به دسـت 
 µM 200. شد تهيه  200 وµg/ml 25، 50، 100 :شامل

 هر به ،آورده در محلول صورت به اتانول در را  DPPH از
. گرديـد  اضـافه  DPPH محلول خودش حجم هم تغلظ
 تـاريكي  در دقيقـه  30 مـدت  بـه  كـردن  مخلـوط  از پس

 خوانـده  نانومتر 517 موج طول در آن جذب و شده انكوبه
 كنتـرل  عنـوان  بـه µg/ml 20آسـكوربيك  اسيد از و شد

 انــدازي  بــه دام فعاليــت و گرديــد اســتفاده  مثبــت
 سـه  آزمايش. دش محاسبه زير فرمول با آزاد هاي راديكال

 . شد تكرار بار
   آزاد هاي راديكال اندازي دام به %=

  x 100  آزمايش ها گروه جذب – كنترل جذب
  كنترل جذب

  
 پاسـاژ  دو از پـس  :MTT)( حيـاتي  تـوان  سنجش

 MTT ســنجش جهــت ) Cell passaging (ســلولي
 در خانـه  هـر  در سلول 5000 ميزان به 12PC هاي سلول
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الف – 1نمودار  

 
ب -1 نمودار  

 هـاي  غلظـت  آزاد هـاي  رايكـال  اندازي به دام نتايج نمايش -الف :1نمودار
فـلاو   عصـاره  مختلـف  هـاي  غلظـت  -ب و سـس  اهگي ـ تام عصاره مختلف
 517 مـوج  طـول  در µg/ml 100 غلظـت  بـا  DPPH و سس گياه نوييدي
 گـروه  بـا  مقايسـه  در فرمـول  طبق آزاد هاي راديكال كاهش درصد. نانومتر
 نتـايج . گرديـد  محاسـبه   µg/ml 20 غلظـت  بـا  آسكوربيك اسيد يا كنترل

 .باشد مي تكرار سه و means ± SD براساس

 بـا  هـا  سـلول  حياتي توان. شد داده كشت  خانه 96 ظرف
 2, 5-(dimethylthiazol – 2 -5 ,4)-3 از اسـتفاده 

diphenyl tetrazolium (MTT assay) شـد  ارزيابي .
 بـه   MTT محلـول  ميكروليتر 20 -10 كه ترتيب اين به

 تـايي  96 هـاي  خانـه  از كدام هر به  mg/ml 5  غلظت
 رد انكوبـاتور  در سـاعت  يـك  براي ها سلول و شد اضافه
 محـيط  ايـن كـه   از پـس . شدند انكوبه درجه 37 حرارت
 بررسـي   ELIZA reader دسـتگاه  در nm دور ها سلول
  . شد
 بـه  :آپوپتـوز  و سيتوتوكسيسـيتي  گيـري  اندازه 

 و PI-Annexin آميـزي  رنـگ  از آپوپتـوز  بررسي منظور
. گرفـت  انجام )Flowcytometer(فلوسيتومتر با ارزيابي
 106 حـدود  خانـه  هر در خانه 96 ظروف در منظور به اين
 قرار انكوباتور در شب 1 مدت به پليت و شد ريخته سلول
 اضـافه  هـا  عصاره نظر مورد هاي غلظت سپس و گرفت
. شد رسانده  3ml به محيط با خانه هر نهايي حجم و شد

 20 و گرفتنـد  قرار انكوباتور در نظر مورد زمان تا ها پليت
 ml 1 در را Annexin-v دار نشـان  معـرف  از مايكروليتر

 اضـافه  آن بـه  PI محلـول  از µl 20 و كـرده  رقيـق   بافر
 تعيـين  بـراي  نيـز   Sub-G1 تكنيك از هم چنين. گرديد

  .گرديد استفاده سلولي سيكل  G1فاز تحت سلول هاي
 جهـت  :Bax پرواپوتوتيك پروتئين بيان سنجش

 بلاتينـگ  وسترن روش از Bcl2 و Bax پروتئين دو آناليز
 هـا  پروتئين استخراج از پس منظور اين به. گرديد دهاستفا

 پـروتئين  Bradford،  µg/ml40 روش طبق ها سلول از
. شـد  الكتروفـورز  100ولتاژ و آميد اكريل پلي% 12 ژل با

 PVDF )Polyvinylidene  كاغــذ بــه انتقــال از پــس
fluoride( بـادي  آنتـي  از Rabit anti rat Bax and 

Bcl2 و  Alkaline phosphates goat anti- rabit 
IgG در شـدن  انكوبـه  از پـس  بانـدها  سپس. شد استفده 

  .شدند رويت قابل BCIP, NBT (Substrate)سوبستراي
 يـك  واريانس آناليز روش با نتايج :آماري هاي روش

    Mean±SD و Bonferones آزمـون  كمـك  بـا   طرفه
 در نتـايج  بـودن  دار معني SPSS (ver. 14)  افزار نرم از

 آزمـايش  هـر  بـراي  تكـرار  سه و p>05/0 احتمال سطح
 . شد محاسبه

 
  ها يافته
 فلاونوييدي عصاره :آزاد راديكال  سنجش نتايج

 200 و µg/ml 50 ،100 هــاي غلظــت در ســس گيــاه

 از .داد كـاهش  داري معني ميزان به را آزاد هاي راديكال
 آزاد هـاي  راديكال مهار كه µg/ml20  اسكوربيك اسيد

 مثبـت  كنتـرل  عنـوان  به داد، نشان% 20/90 يزانم به را
ــتفاده ــد اس ــاره در .گردي ــدي عص ــا فلاونويي ــت ب  غلظ
µg/ml50 مهـار  آزاد هـاي  راديكـال % 45/70 ميزان به 
، T200 هــاي غلظــت در) T( تــام  هــاي عصــاره. گرديــد
T100 و T50نشان دار معني تفاوت كنترل گروه به نسبت 
ــد ــم .دادن ــين ه ــاره در چن ــاي عص ــديفلاو ه  در نويي
 گـروه  بـا  مقايسـه  در  F50و F200 ،F100 هـاي  غلظت
 هـا  سـلول  در آزاد راديكـال  انـدازي  دام بـه  نظر از كنترل
 هـاي  غلظـت  بـين  ولـي ، گرديد مشاهده دار معني تفاوت

 نشــد مشــاهده داري معنــي تفــاوت عصــاره دو مختلــف
  ).1نمودار(

 ابتـدا  :سـلول  حياتي توان سنجش آزمايش نتايج
 هـاي  زمان در گلوكز مختلف هاي غلظت رد سلولي مرگ

 از حاصــل نتــايج. گرديــد بررســي ســاعت 96 و  72 ،48
  غلظـت  در گلـوكز  افـزايش  كـه  داد نشـان  MTT تست

mg/ml 5/13 كــاهش ســاعت 72 و 48 زمــان در 18 و 
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 در گلـوكز  تـاثير  تحـت  PC 12 هـاي  سلول حياتي توان نمودار -2نمودار
 27 و 18 ، 5/13 هـاي  غلظـت  در ها سلول حياتي توان. ساعت 72 زمان

mg/ml كنتـرل  گـروه  مقابـل  در C غلظــت در. اسـت  شـده  داده نشــان 
mg/ml 27 اساس بر نتايج. شد داده نشان سلولي مرگ بيشترين mean 

SEM (n=6) 05/0 باشد مي<*p.  
  
  

 و تـام  عصـاره  تاثير از پس ها سلول حياتي توان سنجش نمودار: 3نمودار
 برابـر  6 بـا  كنتـرل  گروه  x 6 ترتيب به: ساعت 72 زمان در فلاو نوييدي

 25µg/ml ، 25 غلظـت  تـام  عصـاره  با تيمار گروه T 25 گلوكز، افزايش
F25 غلظت فلاو نوييدي عصاره با تيمار گروهµg/ml،  50 T تيمار روهگ 
 فلاو نوييدي عصاره با تيمار گروه 50µg/ml ، 50 F غلظت تام عصاره با

   ،µg/ml 100 غلظت تام عصاره با تيمار گروه 50µg/ml ، 100T غلظت
100 F 100 غلظـت  فـلاو نوييـدي   عصـاره  بـا  تيمار گروهµg/ml  نتـايج 

 .باشد مي تكرار سه و means ± SD  05/0<p براساس

 ولي ،كند نمي ايجاد ها سلول حياتي توان در را داري معني
 هم و 72 زمان در هم كاهش اين mg/ml 27غلظت در
 بـراي   MTT سـنجش . بود دار معني ساعت 96 زمان در

 روش يـك  در سس گياه فلاو نوييدي و تام هاي عصاره
 هـاي  سـلول  از محافظت موجب، زمان و مقدار به وابسته

12PC فـاكتور  يـك  عنـوان  بـه  گلـوكز  افـزايش  برابر در 
ــيك ــدند )Cytotoxic( سايتوتوكس ــترين و ش ــر بيش  اث

 غلظـت  بـا  فلاو نوييدي هاي عصاره به مربوط محافظتي
µg/ml 50 غلظـت  بـا  گيـاه  تام عصاره كه حالي در ،بود 
µg/ml 100 هـا  سـلول  براي را داري معني حياتي توان 
 .)3و2نمودار( دادند نشان

 كـه  دهـد  مي نشان تست ينا :Sub G1 تست نتايج
 شـده  واقـع  سـلولي  چرخـه  از اي مرحله چه در ها سلول
 شـده  داده نشـان  الـف  -4ارنمود در كه همان طور. است
 ها سلول% 43 گلوكز افزايش با تيمار تحت گروه در، است

 ,S ,G1مرحله در ها  سلول درصد و دهند مي نشان اپوپتوز
G2  4نمـودار  در.  است%  9/12 و 5/8 و 29 ترتيب به- 
 اپوپتـوز  ميـزان  گيـاه  تام عصاره با تيمار تحت گروه  ،ب

 در هـا  سـلول  و تاس ـ يافتـه  كاهش% 9/16 به ها سلول
 نشـان  دار معنـي   افـزايش  سـلولي  چرخـه  ديگـر  مراحل
 عصـاره  بـا  تيمـار  تحـت  گـروه  ،ج- 4درنمـودار  . اند داده

  آپوپتوربـه  ميـزان  آن در و دهـد  مـي  نشان را فلاونوييدي
 تفـاوت  6X گـروه  بـه  نسـبت  كـه  اسـت   رسيده% 5/11

 و تـام  عصـاره  گـروه  هـردو . دهد مي نشان را داري معني
 داشتند دار معني تفاوت كنترل گروه به نسبت يديفلاونوي

 تـام  عصاره با داري معني تفاوت فلاونوييدي عصاره ولي
  .)5و 4 نمودار( ندادند نشان آپوپتوز ميزان كاهش نظر از

 ايـن  در: )Annexin تست( آپوپتوز سنجش نتايج
 ميـزان  و) نكـروز  و اپوپتوز(  ها سلول مرگ نوع سنجش
 نتـايج . گرديـد  تعيـين  نكـروزه  و هشد اپوپتوز هاي سلول
 12 هـاي  سـلول  در كه داد نشان فلوسايتومتري از حاصل
 فلاونوييـدي  و µg/ml   T100 تام عصاره با تيمار تحت
 72 از بعد زنده هاي سلول درصد 50µg/ml Fسس گياه

 هايسلول تعداد و بود% 9/85 و% 7/80 ترتيب به ساعت
 يافـت  كاهش% 3/11 و% 8/15 به ترتيب به شده اپوپتوز

بـه   نتـايج . بودنـد % 7/0 و% 05/1 نكـروزه  هاي سلول و
ــا فــلاو نوييــدي و تــام عصــاره از آمــده دســت  گــروه ب
 بين درحالي كه ،داد نشان را داري معني تفاوت 6Xكنترل
 تفـاوت  فـوق  هـاي  غلظت در فلاو نوييدي و تام عصاره
  .)7 و 6 نمودار( نگرديد مشاهده داري معني

 تحقيـق  ايـن  در: بلاتينـگ  رنوست سنجش نتايج
 بـا  تيمـار  تحت گروه در KD 21 Baxپروتئين بيان ميزان
 فلاونوييـدي  عصـاره  و µl/ml 100 غلظـت  تـام  عصاره
 .گرديـد  بررسـي  سـاعت  72 زمان در µl/ml 50  غلظت
 پـروتئين  ،باشـد  مـي  مشـخص  شـكل  در كـه  طور همان

 مقدار و كاهش كنترل گروه به نسبت Bax پرواپوپتوتيك
 هـم چنـين   .دهـد  مي نشان  افزايش Bcl2 پروتئين بيان

 كنتـرل  گـروه  بـه  نسـبت  نيز پروتئين دو اين بين نسبت
  عصـاره  محـافظتي  اثر گر بيان كه دهد مي نشان افزايش

  .)8نمودار و 1 شكل( باشد مي
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M4 M3 M2 M1 

12.94% 8.5% 29% 43.9% 

  6X گروه: الف -4نمودار
  

  
M4 M3 M2 M1 

12.7% 2.6% 63% 16.9% 

  T 100 گروه: ب -4نمودار
  

  
M4 M3 M2 M1 

12.9% 4.62% 62% 11.5% 
  F 50 گروه: ج -4نمودار

 
 در T100  و F50 كنتـرل  گـروه  در Sub G1 تسـت  نمايش  -4 نمودار 

 S فاز G1، M3 فاز M2 سلولي، مرگ M1: سلولي چرخه مختلف مراحل
 دهد مي نشان را تقسيم و G2 فاز M4 و سنتز يا

  گيري نتيجهو  بحث  
 )Heterogenic( هتروژنيـك  بيمـاري  شـيرين  ديابت

 محــيط در گلــوكز يشافــزا آن در كــه اســت متــابوليكي
 مـرگ  نهايتـاً  و هـا  سلول در سميت موجب سلول اطراف

 اسـت  شده داده نشان گذشته مطالعات در. گردد مي ها آن
 چهـار  تا عصبي هاي سلول در را گلوكز غلظت ديابت كه

. )10( گـردد  مي نوروني آسيب موجب و داده افزايش برابر
 سـازي  آزاد و پيشـبرد  موجـب  هم چنـين  گلوكز افزايش
 واكــنش توليــد كــه زمــاني. گــردد مــي آزاد هــاي راديكــال
 از  (ROS= Reactive Oxygen Species)اكسـيژن  اختصاصي

 هب اكسـيداتيو  اسـترس  ،شـود  بيشتر آن كننده خنثي عوامل
 شـود  سلولي مرگ به منجر است ممكن كه آيد مي وجود

 دليـل  بـه  ROS در اكسيژن شده فعال هاي شكل. )11( 
 مولكولي مختلف ساختارهاي تغيير به قادر ،هايپرگليسمي

 پراكسيداسيون مانند مختلف هاي روش به ديابتي فرد در
 غيرآنزيماتيك گليكاسيون و گلوكز، اتواكسيداسيون ليپيد،

 گسـيختگي  موجـب  گلـوكز  افـزايش  .باشند مي پروتئين
مي ميتوكندريايي III كمپلكس در الكترون انتقال زنجيره
 بوسـيله  مولكولي اكسيژن يون،اكسيداس نتيجه در و گردد

 Superoxide( اكسايد سوپر آنيون به تبديل Q كوانزيم
anion( مواقـع  در گلـوكز  نرمـال  بازده بنابراين. گرددمي 
 راديكـال  توليـد  توانـد  مـي  گلوكز افزايش مانند استرسي

 از بسـياري  در اكسيداتيو استرس تركيبات. باشد آزاد هاي
. )12( كننـد  مـي  ايجـاد  را زنكرو و اپپتوز سلولي هاي رده

 ديسـموتاز  سوپراكسـايد  وسـيله  بـه  كه پراكسيدهيدروژن
)Superoxide dismutases( در گلـوكز  افزايش تحت 

 هـاي  مكانيسـم  از ديگر يكي ،گرددمي ايجاد ميتوكندري
 هـايپر .  اسـت  ديابـت  تحـت  اكسيداتيو استرس احتمالي
 تعـدادي  كشت محيط در و حيواني هايمدل در گليسمي

 كنـد  مي فعال را گلوكز متابوليسمي پيچيده مسيرهاي از
 كــه آنجــا از. انــد ســهيم ديــابتي هــاينوروپــاتي در كــه

 خواص با طبيعي تركيبات از وسيع دسته يك فلاونوييدها
 هتروســيكل آروماتيــك ســاختار و بيولــوژيكي

)Heterocyclic aromatic  compound)  باشـند مـي 
 هـا  آن (Antiesterogenic) اسـتروژنيك  آنتي اثرات كه
 قابـل  تعـداد  ،انـد  شده گزارش محافظتي عوامل عنوان به

 منـابع  از بـالين  در شـده  استفاده داروهاي انواع از توجهي
 در. )13( مرتبطنـد  هـا  آن بـا  يـا  و شده جداسازي طبيعي

ــق ــر تحقي ــاثير حاض ــاره ت ــام عص ــدفلاونو و ت ــاه يي  گي
lehmanniana Bunge C. ،12 هـاي  سـلول  برPC  بـه 
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  T 100: الف -6نمودار

  

   
  X  6 :ب -6نمودار

  

  
  F50: ج -6نمودار

  
 اپوپتـوز،  انتهـايي  مرحله هاي سلولUR  نكروز، هاي سلول UL -6رنمودا

LL و زنده هاي سلول LR محور. دهد مي نشان را شده آپوپتوز هاي سلول 
 جـذب  را  Annexin رنـگ  كـه  سلولهايي(  شده آپوپتوز سلولهاي:  افقي
 جذب را PI رنگ كه سلولهايي( نكروزه سلولهاي:  عمودي محور ،)اند كرده
 )دان كرده

 
فـلاو   عصـاره  و تـام  عصـاره  بـا  تيمـار  X 6 گـروه  مقايسه نمودار: 5 نمودار
 .سلولي چرخه مختلف مراحل در نوييدي

 نشان و شد ارزيابي عصبي هاي سلول از مدل يك عنوان
 از جلـوگيري  موجـب  توانـد  مـي  عصـاره  اين كه شد داده
 و گلـوكز  افـزايش  برابـر  در آن محافظـت  و سلولي مرگ
 گونـه  100-170 حـدود  Cuscuta. )5( گردد آن سميت
 از چـين  در دارويـي  گيـاه  به عنـوان  و دارد انگل گياهان
 دارويـي  خـواص  گيـاه  اين. است برخوردار بالايي شهرت
 . شود مي محسوب بالا بخشي اثر با دارويي دارد فراواني

 نشـده  ذكـر  آن از اسـتفاده  بـراي  جانبي عوارض كنون تا
 رايج از يكي  Cuscuta chinensis گياه بذر. )14( است
 عملكـرد  بهبـود  براي شده استفاده گياهي تركيبات ترين
 تـايوان  و چـين   نتيس ـ طب در موارد ديگر و كليه و كبد

 شــامل ســس شــيميايي تركيبــات.  )15( باشــد مــي
 گليكوزيدهاي و كامپفرول كوئرستين، مانند هايي فلاونول

 بيولـوژيكي  هـاي  فعاليـت  مسئول تركيبات اين كه  است
 از حاضـــر تحقيـــق در. )17و16(باشـــند گيـــاه ايـــن

lehmanniana Bunge. C گيـاه  از اي گونـه  عنـوان  به 
 عامـل  برابر در) ساوه شهرستان اطراف( ايران بومي سس

  .گرديد استفاده گلوكز افزايش سايتوتوكسيك
 تام عصاره كه داد نشان حاضر مطالعه در  DPPHنتايج

 داراي C. lehmanniana Bunge گيـاه  فلاونوييـدي  و
 ميـزان . باشد مي آزاد هاي راديكال اندازي دام به خاصيت

 با فلاونوييدي عصاره در آزاد هاي راديكال اندازي دام به
 هـم چنـين   و بـالاتر  هـاي  غلظـت  و  µg/ml50 غلظت
 غلظــت بــا تــام عصــاره در آزاد هــاي راديكــال ميــزان

µg/ml100 بود اسكوربيك اسيد مشابه  .  

LR= 7.1% 
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 عصـاره  در شـده  نكـروز  به شده اپوپتوز هاي سلول درصد مقايسه -7نمودار

  سس گياه تام و فلاو نوييدي
  

  
  Bax/ Bcl2 پروتئين نسبت نمايش -8 نمودار

  

 

 

 
 Bcl2, β actin Bax, پـروتئين  بيـان  بلاتينگ وسترن نمايش -1شكل

 عصاره با شده رتيما  گروه  و  6X كنترل گروه هاي سلول از شده استخراج
 بـا  فلاو نوييدي عصاره و µg/ml  100 غلظت با Total Extract تام

 بيـان  كاهش دهنده نشان روشن باند ساعت 72 از پس 50µg/ml غلظت
 .شد تكرار بار سه آزمايش. باشد مي تيمار تخت هاي گروه  Bax پروتئين

 C. reflexa گيــاه روي  قبلــي نتــايج بــا نتــايج ايــن
 آزاد هاي راديكال اندازي دام به درصد .)18( دارد مطابقت

 بـا  مقايسـه  در مـذكور  تحقيق در µg/ml 600 غلظت در
 .)19(  بـود %   µg/ml20 90 غلظـت  با آسكوربيك اسيد

 در فــلاو نوييــدي حاضرعصــاره تحقيــق در درحــالي كــه

 هـاي  راديكال كاهش% 89  ،200 و µg/ml100  غلظت
 µg/mlغلظـت  در آسـكوربيك  اسـيد  با مقايسه در را آزاد
 .Cگيـاه  يجنتـا  بـه  توجـه  بـا ). 4 نمـودار (  داد نشان  20

reflexa در گيـاه  فلاونوييـداين  كـه  رسـد  مـي  نظـر  به 
.  دارد تـري  قوي اندازي به دام خاصيت تري پايين غلظت

 گيـاه  ايـن  محافظتي اثر بررسي جهت نيز مطالعه اين در
 از گلـوكز  افـزايش  با تيمار تحت عصبي هاي سلول روي
ــتفاده  MTT ســنجش روش ــد اس ــن در. ش  ســنجش اي
 كه دادند نشان مذكور گياه فلاونوييدي و تام هاي عصاره

 از محافظت  موجب زمان و بهمقدار وابسته روش يك در
 و محـافظتي  اثـر  بيشترين و گردد مي 12PC هاي سلول

ــوگيري ــوط ســلولي مــرگ از جل ــه مرب  هــاي عصــاره ب
، بـود % 80 ميـزان  به µg/ml 100 غلظت با فلاونوييدي

 µg/ml ظـت غل بـا  گياه از حاصل تام عصاره كه حالي در
 و داد نشـان  سـاعت  72 زمان در را% 75 حياتي توان 50
 مشـاهده  داري معني تفاوت فلاونوييدي و تام عصاره بين
  Hypericum perforatum گيـاه  محـافظتي  اثـر . نشد
 ترتيـب  بـه   PC12 هـاي  سـلول  مرگ و بقا ميزان روي
  H2o2 بـا  تيمـار  از  آن در كـه ، شـد  گزارش% 52 و% 48

 بـه . )18(بود شده استفاده ها سلول در يتسم ايجاد براي
 lehmanniana گيـاه  هـاي  فلاونوييـد  رسـد  مـي  نظـر 

Bunge C.  ــبت ــه نس  Hypericum perforatum ب
 بـذر  هـاي  عصاره. باشد مي بيشتري محافظتي اثر داراي
 آنتــي فعاليــت هــاي داراي C. chinensis ســس گيــاه

 در و كشـت  محـيط  سـلول هـاي   در و هستند اكسيداني
 و اكسـيداني  آنتـي  خاصـيت  القـاي  به منجر زنده ودموج

 سـال  بندنيدر .شوند مي ليپيد پراكسيداسيون ضد خاصيت
 سـس  بذر اكسيداني آنتي هاي فعاليت كه داد نشان 2004
 فعــال تركيبــات مقــادير بــا متناســب زيــادي ميــزان بــه

 ايـن  كه ،باشد مي كامپفرول و كويرستين يعني فلاونولي
 موجود كويرستين ميزان بودن شتربي دليل به است ممكن

 در. )20( باشد تام عصاره به نسبت فلاونوييدي عصاره در
 درمـاني  پتانسـيل  تشـخيص  بـراي  تلاش اخير هاي سال

 شــده متمركــز كويرســتين فلاونوييــد روي فلاونوييــدها،
 وجـود  انسـاني  غذايي رژيم در زيادي ميزان به كه ،است
 ـ بـا  فـلاو نوييـدي   كلـي  به طور و دارد  فعاليـت  الاترينب
 ميـزان  كـه  رسـد  مـي  نظـر  بـه   .باشد مي اكسيداني آنتي

 Hypericum بــه نســبت گيــاه ايــن كويرســتين
perforatum و C. reflexa  نتـايج  .)21( باشـد  بيشتر 

 از اســـتفاده بـــا annexin آميـــزي رنـــگ از حاصـــل
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 T،100µg/ml غلظــت در كــه داد نشــان فلوســايتومتري
 اپوپتـوز  ابتـدايي  و نهايي مرحله در كه هايي سلول درصد
 عصـاره . دارد كنتـرل  گـروه  با داري معني تفاوت ،هستند

 گـروه  به نسبت نيز  F50µg/ml غلظت در فلاو نوييدي
 فلاو نوييـدي  و تام عصاره بين ولي. بود دار معني كنترل
 زنــده و آپوپتــوزي هــاي ســلول در داري معنــي تفــاوت

 ســلولي مــرگ در ميتوكنــدري عملكــرد. نشــد مشــاهده
ــوزي ــد آپپتـ ــدن آزاد نيازمنـ ــاكتور شـ ــك فـ  آپپتوژنيـ

 پـذيري  نفـوذ  .باشـد  مـي  خـارجي  غشاء از ميتوكندريايي
  Bcl 2 خـانواده  ياعضـا  بوسيله ميتوكندري خارجي غشاء
 شـامل   Bcl 2  خـانواده  پسـتانداران  در .شـود  مـي  تنظيم
 آپپتوتيــك پــرو و آپپتوتيــك آنتــي هــاي كننــده تنظــيم

 و اسـت  دالتـوني  كيلـو  26-25 وتئينپـر   Bcl2. باشند مي
 آزاد كـه  دارد قـرار  ميتوكنـدري  در آن عمـل  اصلي محل
 Bax)22( نمايند مي تنظيم را اپپتوژنيك فاكتورهاي شدن

 هنگـام  در. اسـت  سـيتوزولي  و كيلودالتـوني  21پروتئيني 
 قـرار  ميتوكنـدري  در مجـددا  پـروتئين  اين پتوزوپآ يالقا
 هـردو  به ميتوكندري در Bax مجدد گيري قرار. گيرد مي

 پـروتئين  بيان نسبت .دارد بستگي آنN و C پايانه بخش
Bax وBcl2  كننده هدايت و سلول سرنوشت كننده تعيين 
 مطالعـات  دليـل  همين به .باشد مي مرگ سمت به ها آن

 بـا  هـا  سـلول  در پروتئين دو اين تغييرات پيرامون زيادي
 در. )23( اسـت  شـده  انجـام  كنـون  تا مختلف هاي تيمار

 ، Bax پـروتئين  بـلات  وسـترن  روش بـه  حاضـر  تحقيق
 اثـر  هـم چنـين   و PC 12 هاي سلول اپوپتوز در آن نقش

 ايـن  كـه  شـد  داده نشـان ، آن بيان ميزان روي بر عصاره
 داشـته  داري معنـي  كـاهش  عصاره تاثير از پس پروتئين

 دخالـت  بـا  سـلولي  مـرگ  از جلـوگيري  نماينده كه است
 مسـير  طريـق  از و  Bax پـروتئين  واسـطه  با ميتوكندري

 شـد  معلوم در اين مطالعه ترتيب اين به . باشد مي داخلي
 توانـد  مـي  .lehmanniana Bunge C  گياه عصاره كه

ــال ــاي راديك ــا را آزاد ه ــايين غلظــت ب ــر پ  100 و 50 ت
 به نسبت% ) 89(بيشتري ميزان به ليتر ميلي در ميكروگرم

هـم   , نمايـد  رمهـا  شـده  ذكـر  ديگر گياهي هاي عصاره
 اثــر و آزاد هــاي راديكــال بيشــتر انــدازي بــه دام چنــين

 و شـد  تاييـد   Annexine سـنجش  بـا  عصاره محافظتي
 ســلولي مـرگ  از جلــوگيري درصـد  كــه شـد  داده نشـان 

ــوزي ــز آن آپوپت  وســترن ســنجش.  اســت دار معنــي ني
 و  Bax پـروتئين  بيـان  مهـار  بـا  كـه  داد نشان بلاتينگ
 از توانـد  مـي  عصـاره  ايـن  Bax/Bcl2 بيـان  بين نسبت

ــق ــير طري ــي مس ــوزي داخل ــا آپوپت ــان ي ــوز هم  اپوپت
 البتـه . گـردد  سلولي مرگ جلوگيري موجب ميتوكندريايي

 خـارجي  و داخلـي  مسـير  دو داراي اپوپتوز كه جايي آن از
 ميــزان و 53P پــروتئين كــه گــردد مــي پيشــنهاد، اســت

  .گردد ارزيابي نيز گلوتاتيون
 بـه  نسبت شيميايي داروهاي بيجان عوارض به توجه با

 بـه  ايران گياهي طبيعي فلور هم چنين و گياهي داروهاي
 توانـد  مـي  دارويـي  گياهـان  از اسـتفاده  كه رسد مي نظر

 .نمايد ايجاد را توجهي قابل درماني اثرات
  

  تشكرو تقدير 
 بررسـي  عنـوان  تحت تحقيقاتي طرح حاصل مقاله اين

پتـوز در  والقـاي آپ  بـر  سـس  اهيگ يدييفلاونو عصاره اثر
 دانشـگاه  مصوبتحت  تيمار با گلوكز  12PCسلول هاي 

 حمايـت  بـا  كه باشد، مي 962-1كد به ساوه اسلامي آزاد
 .است شده اجرا ساوه اسلامي آزاد دانشگاه
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Abstract 
Background: Central and peripheral neuropathies are the most common side effects of Diabetes 
Mellitus (DM). The exact mechanisms of diabetic neurotoxicity are still unknown.  Recently oxidative 
stress is introduced as one of the factors for diabetics’ neuropathies. Antioxidants also used as 
therapeutic agents to reduce the side effects of diabetes.  In the present research the antioxidant effects 
of total and flavonoid extracts of Cusseta lehmaniana Bunge on high glucose inducted Pc12 were 
studied.  
Methods: PC12 cell line treated with high glucose was used. Total and flavonoid extract of C. 
lehmaniana Bungs were prepared. PC12 cells treated with 6X fold high glucose concentration 
exposed to extracts. Antioxidant activity of extracts, cell viability and apoptosis were studied by 
DPPH, MTT, Annexin staining and Western Blotting respectively.  
Results: The MTT result showed 50µg/ml of flavonoid extract and 100µg/ml of total C. lehmaniana 
Bungs extract increased cell viability after 3 hours pretreatment. DPPH assay demonstrated 50 µg/ml 
flavonoid extract can increased radical scavenging inhibits compare with ascorbic acid. Several assays 
were used for evaluated of anti apoptotic effect such as: Annexin, SubG1and Western blotting for 
expression of Bax protein.  
Conclusion: Based on our findings, it is concluded that both total and flavonoid extract of C. 
lehmaniana Bungs have the potential to protect PC12 cells against glucose neurotoxicity by reducing 
apoptosis via increased Bax expression protein.  
 
Keywords: PC12 cells, Diabetic neuropathy, C. lehmaniana Bunge. 
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