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  دهيچك
 كه شدمي شناخته ليمفص تيودژنرا يماربي كي عنوان به گذشته در و است انيد در ليمفص يماربي ينتريعشا يتاستئوآرتر مقدمه:
 نبوده تيودژنرا بيماري كي تنهابيماري  ينا اما. بود مفصل يهالبه در يدجد يهااستخوان ديجاا و غضروف شكل رييغت آن مشخصه

 مانند بيجان عوارض با همراه بيماري ينا يجرا يهادرمان. باشدمي ليسلو و بيوشيميايي ،بيومكانيكي فعال يدهپد كي از شينا بلكه
 ضد احتمالي اثرات يمشد برآن لذا. باشدمي ليويك عوارض و يكبد يهاميتمسمو گوارش، دستگاه يزيخونر ،تيكپپ يهازخم بروز

هاي سايتوكاين ميزان بيان بر را  .Salvia officinalis Lگلييممر گياه اصلي عصاره كلروفرمي هثرؤم ماده ليك،اورسو سيدا التهابي
     .  نماييم بررسي ،هستند مهم در استئوآرتريت كه پيش التهابي

  باشد. يم ex-vivoهاي پيش التهابي در مدلي شبيه استتئوآرتريت در شرايط هدف اصلي از اين تحقيق كاهش بيان سايتوكاين :هدف
 از پس. يمكرد استفاده بيماري استئوآرتريت بيه بهش ليمد عنوان بهسينوويوسيت  يهاسلول و THP-1 يهاسلول از :بررسيروش 

 يد(DMSO  از. دشاسيد اورسيليك انجام  توسطو سپس تيمار  ،(افزايش بيان سايتوكاين پيش التهابي) LPS توسط هاسلول مارتي
  .دش استفاده مثبت شاهد عنوان به NSAID ودگزامتازون  از و فيمن شاهد و حلال عنوان به) يداكسا سولفو لتيم
 و  TNF-α, iL-1β, iL-18, iNOSهاي پيش التهابيباعث كاهش بيان سايتوكارين µg/ml  1غلظت بااسيد اورسوليك  :يجنتا

COX-2 شود.در مدلي شبيه به استئوآرتريت مي  
در مدلي  هاي پيش التهابيطريق كاهش بيان سايتوكارين از اسيد اورسيليك كه دهدمي نشان قيقتح ينا از هآمد دسته ب يجنتا :گيرينتيجه

    د.شوتوصيه مي in-vivoن در شرايط آسي ربر براي اين منظور د وشوتواند باعث روند بهبودي بيماري رتريت ميآشبيه به استئو
  THP-1التهابي، سينوويوسيت، هاي پيش توكاينساي ،اسيد اورسوليك ،يتاستئوآرتر :واژگانگل
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  هجدهم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1397شماره مسلسل شصت و نهم، زمستان 

 

...اسيد كياورسولاثر  يابيارز   

 

  مقدمه
آور مانند دفاعي بدن در مقابل عوامل زيان مكانيسمالتهاب 

باشد كه پاسخ ها ميديده و پاتوژنهاي آسيبها، سلولآلرژن
باشد هاي آسيب ديده ميغيرمستقيم ايمني بدن در قبال بافت

و عوامل بيولوژيكي از  . فاكتورهاي فيزيكي، شيميايي]1، 2[
. ]3[شوند ها باعث ايجاد التهاب ميطريق تعدادي از واسطه

تغييرات دژنراتيو در مفاصل ملتهب از طريق توليد بيش از حد 
و  (IL-1β)بتا  1هاي پيش التهابي مانند اينترلوكين سايتوكين

افزايش اين  شوند.ايجاد مي ،(TNF-α)تومر نكروزيس آلفا 
ها و كلاژن اعث متوقف شدن توليد پروتوگليكانها بسايتوگين

كننده هاي تخريبشوند كه درنهايت از طريق آنزيممي 2نوع 
غضروف مانند متالوپروتئيناز، باعث تخريب ماتريكس 

ها همچنين باعث افزايش . اين سايتوكين]4[ شوندغضروفي مي
و نيتريك اكسايد سنتتاز  (COX2) 2بيان سيكلواكسيژناز 

(NO)  كه آنزيم قوي پيش التهابي هستند و نقش مهمي در
شوند ها و نيتريك اكسايد سنتتازدارند، ميافزايش پروستاگلاندين

ها رابطه مستقيم با سطوح آنجايي كه تخريب غضروف. از ]5، 6[
 iNOS, (TNF-α) ,(IL-1β) ,(COX2) هاي پيش التهابيسايتوكين

التهابي  هاي پيشر اين واسطهدارد، استفاده از تركيباتي كه باعث مها
علائم  مناسب براي كنترل شود، استراتژي درمانيمي

اگر اين عوامل كنترل نشوند منجر  .]7[ باشداستئوآرتريب مي
هاي مزمن از قبيل استئوآرتريت، ديابت مليتوس نوع به بيماري

داروهايي كه  .]8[ شوندهاي قلبي عروقي مي، آسم و بيماري2
ابي دارند و مصرف آن امروزه رايج است، داراي اثر ضد الته

عوارض جانبي مانند آكنه متوسط، سندرم كوشينگ، و 
از سوي ديگر  .]9، 10[باشند هاي قلبي عروقي ميبيماري

تر هستند و پتانسيل درماني بالايي دارند. داروهاي طبيعي ايمن
بندي ترپنوئيدي مانند اسيد اورسوليك چندين گياه با فرمول

(UA)  و اسيداولنوليك(OA) مورد بررسي قرار گرفتند و به ،
. اين ]11[ نظر گرفته شدند عنوان عوامل ضد التهابي در

هاي التهابي را از طريق كاهش ها خطر كلي بيماريمتابوليت
. از آنجايي كه پرورش ]12[كنند ها مختلف، كم ميسايتوكين

ردار است و گياهان دارويي در ايران از موقعيت خوبي برخو
  عوارض جانبي و سمي گياهان دارويي (در صورت 

  

در مقايسه با داروهاي شيميايي بسيار ناچيز و  كاربرد صحيح)
پوشي است و هزينه آن نيز كم در بسياري از موارد قابل چشم

اسيد  لذا تصميم گرفتيم تا تاثير ضد التهابي، ]13[است 
را ي گلگياه مريم اصلي عصاره كلروفرمي موثرهاورسوليك ماده 

    مورد بررسي قرار دهيم. 
 كم چندساله، بومي نعناع، خانواده از ساجيا گلي گياه مريم

 900 از بيش شامل آن خانواده و است مديترانه به متعلق درختچه،
  (.Salvia officinalis L)علميي نام با گليمريم .]14[ است گونه

 به پرشاخه ساله،چند گياهي، Labiatea خانواده به متعلق
 در هاگل. است پرپشت يظاهر با مترتيسان 30-60 ارتفاع
 صورت به و شوندمي ظاهر تير و خرداد يهاماه فاصله
 پديد ساقه ييانتها يهاقسمت طول در ييتا 4 تا 3 يهاگروه
. است تلخ ماده يك و تانن اسانس يدارا گياه اين برگ آيندمي

 زرد يا رنگ زرد مايعي. شوديم تهيه وحشي نوع از آن اسانس
 وزن .باشدمي مخصوص يبو يدارا و سبز به يلمتما

 99/0 و 925/0 گراسانتي درجه 15ي دما در آن مخصوص
 حل درجه 80 الكل قسمت 2 تا 1 در كه اسانس اين. باشدمي
 تيون نام به ستون نوعي از درصد 50 معادل يدارا شود،مي

 دهمينا نيز نويو سال وون، الس ل،ويو سال مياسا به كه است
 اين علاوه به. شد داده صخيتش تاناستون مشابه كه شودمي

 باشدمي چپ و راست بورنئول ،سنئول ،پينن يدارا اسانس
 و سياآ كه است ييدارو لياص گياه چند از يكي گليمريم. ]15[

 اين. ]16[ شودمي برده كار به التهاب درمان يبرا جهان سراسر
 ،يمرآلزا مزمن، تيسمروما نقرس، بيماري درمان در گياه
 از شينا يا بيعص ءمنشا با ييسردردها ،بيعص يهاجهگيسر
 اثرات ميشك ناحيه يدردها و گيسرماخورد هاضمه، سوء
 دهدمي نشان ،شد انجام لزيبر در كه تحقيقاتي .]17[ دارد نافع
 كاهش را التهاب گلي ميزانمريم عصاره عيموض استعمال كه
 جنوب در ترانه،مدي حوزه در بيشتر گياه ناي]. 18[ دهدمي

 كندمي رشد كا،مريآ جنوب و يمركز قسمت در و قافريآ شرق
 و بوده راناي مختص آن گونه 17 ياهگ اين گونه 900 از. ]19[

 اسيد شيميايي فرمول. ]20[ است انيرا آن لياص رويشگاه
مي (3β-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid) (UA) ليكاورسو

 اتصالات با ياحلقه يعضو شش يدهائيترپنويتر از كه باشدمي
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 و سرد بسيار كتياس سيدا در UA. ]21[ باشندمي سيس و ترانس
NAOH اسكوالن از اسيد اين. ]22[ دارد شدن حل تليابق ليالك 

 در (IPP) روفسفاتيي ليزوپنتيا از كه دواسكوالنسياك 3و  2 يا
 سينتاز آميران بتا. شوندمي ليدتو شوند،مي سنتز گياهي يهاسلول

(BAS) سنتاز انميرآ آلفا و (AAS)، يكلازسي اسكوالن دوسياك 
 رانميبتاآ به را اسكوالن دوسياك كه) ليسلو درون يهايمآنز( هستند

  28 كربن در لتيم گروه تنها ادامه در كنندمي ليتبد رانميآ آلفا و
(C-28) دهسياك كسيليكربوك دسيا به انرميآ آلفا و رانميآ بتا از 

  .]23، 24[ شودمي دليتو كلياورسو دسيا تايدرنه و شودمي
  

  هامواد و روش
 THP-1و  هاتسيكندرو ليسلو كشت

ي، مفصلمايه  از سينوويوسيت يهاسلول يجداساز يبرا
 استفاده سالم ماهه هشت گوساله Metacrapal joint مفصل

نمودن مفصل موردنظر و قرار  بعد از گشتار گوساله و جدا .شد
در  .شددادن در گيسه استريل و داخل يخ به آمايشگاه ارسال 

آزمايشگاه بعد از شستشو و برداشتن كامل پوشش خارجي قلم 
و  %70ني مفصل موردنظر با اتانل ودست گوساله، و ضد عف

شيده شده و كمايه مفصلي  16بتادين، توسط سوزن نمره 
 DMEM-F12 (GIBCO Lifeبلافاصله به محيط كشت

technologies, UK)  10غني شده با سرم جنين گاوي% 
(GIBCO Life technologies, UK)اسيد اسكوربيك ،  

50 mg/ml (Sigma-Aldrich, UK) ها بيوتيكو تركيب آنتي
 µg/ml 100، استرپتومايسينUnit/ml 100 شامل: پنيسيلين

(Bioidea, Iran) 50، جنتامايسين µg/ml وپخش، ايران)(دار 
 cm 225هاي در داخل فلاسك mg/ml 50و آمفوتريسين.ب. 

 و گرادنتيسا درجه 37 دما ،CO2 5 % شرايط با انكوباتور در
  .شد ينگهدار درصد 95 رطوبت

اقدام به  درصد 80ها به بيشتر از بعد از رسيدن تراكم سلول
نموده  درصد 4/0 توسط محلول تريپان بلو دهاشمارش سلول

 درصد 95هايي با ها تعيين و سلولماني سلولدرصد زندهو 
كشت دوباره سلول د وشماني براي كشت بعدي انتخاب زنده

صطلاح به چهار نسل اطلاق د (در اشها تا چهار مرتبه انجام 
  .]25[ شودمي

 از پس و شد هيهت پاستور تيتوانس زا THP-1هاي سلول
 37 دما ،CO2 5 % شرايط با انكوباتور در يشگاهآزما به انتقال
بعد از  .شد ينگهدار درصد 95 رطوبت و گرادسانتي درجه

اقدام به شمارش درصد  80ها به بيشتر از رسيدن تراكم سلول
نموده و درصد  درصد 4/0 هادتوسط محلول تريپان بلوسلول
ني مازنده درصد 95هايي با ها تعيين و سلولماني سلولزنده

 .]26[ دشاب براي كشت بعدي انتخ

  
 and THP-1  (BFLS) Bovineهايسلول ييديهأت

Fibroblast- like synoviocyte 
 اينكه يبرا بلاست،فيبرو يهاسلولييديه تا با رابطه در
 در فقط التهابي و التهابي پيش هايسايتوكين بيان گيرياندازه
 به و گيرد صورت تيوسينوويسا شبه بلاستفيبرو هايسلول
 داراي سينوويال هايسلول بر علاوه مفصلي مايع اينكه دليل
 از گروه اين كه باشد،مي مونكلئار: مانند متفاوتي هايسلول
 دليل به و باشندمي تزايد و تكثير خاصيت فاقد هاسلول

 ايجاد موردنظر هايسايتوكين گيرياندازه در كه اختلالي
 ساژپا يا كشت پنج الي چهار ها،سلول اوليه كشت كنند،مي

 از تدريج به مونوكلئارها هايسلول تا شد خواهد داده متوالي
 مشخصات از( شوند خارج دبري با همراه كشت محيط
 باشدمي پليت به چسبندگي مزانشيمال هايسلول اصلي
 پنجمين از بعد). ندارند را حالت اين هاسلول ساير ولي

 نتيمنوي يبادتينآ از BFLS تأييد يبرا سلولي ليز و كشت
(Vimetin) ماليمزانش يهاسلول صياختصا ماركر كه 

 وزن به بند يك حضور شود،مي استفاده ،]27[ است
 Vimetin اختصاصي واكنش نمايانگر KDa 55 كوليمول
 هايسلول با واكنش عدم و BFLS هايسلول با

 نانمياط حصول منظور به). 1 شماره شكل( ماكروفازاست
 شبه( THP-1 يهاسلول گيآلود عدم از

   رندهگي(] CD-14 ]28 انبي تست از ،)ماكروفاژ/تسيمونو
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 از) دارد وجود ماكروفاژ/  تسيمونو ليسلو سطح در مذكور
. شد استفاده Western blotروش  باCD-14  تيآن قريط

 واكنش نمايانگر KDa  55لكوليمو وزن به بند يك حضور
 عدم و ماكروفاژ هايسلولبا   14Anti CD اختصاص

  ).2 شماره شكل( باشدمي BFLS هايسلول با نشواك

  
  بلو پانيتر و MTT assey توسط يتيتوتوتوكسيسا نييتع

 پانتري توسط آنها يينها شمارش و هاسلول كشت از بعد
 و كلياورسو دسيا يتيتوتوتوكسيسا اثر سيبرر جهت بلو،

 پودر. ]29[ شد استفاده  MTT asssayروش از LC50 نعييت
MTT اين كه است آب در محلول مليوترازوت نمك يك 
 شودمي حل PBS بافر يا رد فنل فاقد كشت محيط در محلول

 شكستن تست، ناي اساس .كندمي جاداي رنگ زرد تركيب و
 (SDH) دروژنارهيد ناتسيسوك مزيآن توسط MTT نمك

 يبلورها جاداي كار ناي جهتين. است زنده ييياتوكندرمي
 بهDMSO  توسط كه است رنگ نيارغوا فرومازان نامحلول
 تر،بيش تعداد و ترفعال هاسلول چه هر .يدآمي در محلول حالت

 نيارغوا رنگ ينور جذب. است تربيش شده جاداي رنگ زانمي
 نمودار( شودمي گيرياندازه 490- 540 موج طول در شده ظاهر

افزايش غلظت اسيد  با nm  570موج طول در). 2 و 1 شماره
ت اسيد نهايها افزايش و دراز بين رفتن سلول ميزان اورسوليك

درصد  50 باعث از بين رفتن ml  gµ 1/اورسوليك در غلظت
باشد و چون بايد مي LC50شوند كه همان جمعيت سلولي مي

كمترين مرگ سلولي را حين آزمايش داشته باشيم از اين 
  غلظت در تحقيق خود استفاده كرديم.

  
 جهت) سلول نوع دو هر در( ليسلو يهاگروه يبندمسيتق

  بيالتهاشپي يهانكييتوسا نيژ انبي زانمي يرگياندازه
 يقطر از ابتدا در ها،نكييتوسا نيژ انبي زانمي يرگياندازه يبرا

 سپس. كنيممي القا آنها در را تترياستئوآر ، LPSبا هاسلول مارتي
 هجداگان يهاگروه به را ترياستئوآرت به مبتلا يهاسلول اين
 شامل كه است منفي شاهد همان اول گروه - 1 :كنيممي سيمتق

 دارونما و حلال عنوان به اينجا در كه باشدمي DMSO + سلول
 شامل كه است مثبت شاهد همان دوم گروه - 2 شودمي استفاده
 يدئياستروغير و) دگزامتازون(ي دئياسترو يداروها+  سلول

 دسيا ثرهؤم ماده+  سلول شامل سوم گروه - 3 باشدمي) پروفنيبوا(
 را بيالتها پيش يهانكييتوسا نيژ انبي زانمي .باشدمي كلياورسو
  .مكنيمي مقايسه هاگروه بين

 

  

  

  

  

  

  
  

هاي سينوويوسيت در تعيين عدم آلودگي سلول – 2 شكل شماره
هر دو شكل در  1نسل چهارم توسط ماكروفاژ، چاهك شماره 

، 2هاي سينوويوسيت نسل چهارم، چاهك شماره مربوط به سلول
 هاي سيينوويوسيت نسل اول.در هر دو شكل مربوط به سلول

،  Western blootdو  Aشكل . SDS-PAGE- 1 شماره شكل
 بدون سلولي ليز به مربوط تصوير دو هر در 1 چاهك ،B شكل
ه ب سلولي ليز به مربوط تصوير دو هر در 2 چاهك بادي،آنتي

 .wimentin باديآنتي علاوه

81 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  

 

 ميگوني ورديمقصودي و اله

 

  
  THP-1  يهاسلول و Bovine Fibroblast- like synoviocyt در MTT Assay يجنتا - 2 و 1 شماره نمودار

  

  LPS توسط هاسلول مارتي و يكتحر
 بيان ايشافز و يماربي به بيهش يطيشرا كردن فراهم منظور به

/ ليترميلي 20 انميز به، ]LPS ]30 از بيالتها پيش يهانكييتوسا
 كشت كشت، طحيم در را سلول 6× 610 ابتدا .شد استفاده نانوگرم

 اضافه طحيم به LPS گرمنانو 100 زانمي ساعت 72 از پس. يمداد
 شپي يهانكييتوسا انبي منظور به 24 مدت به را هاتليپ. شد
 در TNF-α، iL-1β، iNOS، COX-1 ،COX-2 مانند بيالتها

  .شد ينگهدار دكربنسياك يد انكوباتور
  

  دهايكوئيگلوكورت توسط هاسلول ماريت
در اين مطالعه از دگزامتازون به عنوان كنترل مثبت كه 

 هاي پيش التهابي را دارد با دوزوانايي كاهش بيان سايتوكينت
1-100 nanoM 31شد [ استفاده[.  

  
 Non-steroidal anti-inflammatoryها باتيمار سلول

drugs (NSAIDs)  
 Ursolic acid التهابي ضد اثر ايسهقم براي بررسي اين در

 بيان كاهش منظور به ايبوبروفن ازNSAIDs  داروهاي با
 در nanoM 100-50 دوز با التهابي پيش هايتوكينساي

  . ]32[ شد استفاده  LPSتوسط شده تحريك هايسلول
  

  RNAجداسازي 
 لكيتش يدتيپپ وندپي يپسينتر ،Trypsin EDTA از استفادهبا 
 يرسا با نينآرژ اي نليزي نهميآ دسيا لسيكربوك گروه توسط شده

 از هاسلول اتصال شدن آزاد باعث پس شكندمي را نهميآ يدهاسيا
  .مكنيمي استخراج را RNA پروتكل طبق و شودمي پليت كف

  
با استفاده از روش اسپكتروفوتومتري ژل  RNAتعيين غلظت 

  درصد 1 آگارز
 شدت كه است هيدستگا سنج،فطي اي اسپكتروفوتومتر

 در .كندمي يگيراندازه موج طول از بعيتا صورت به را نور
 غلظت نور، جذب زانمي از استفاده با دستگاه ناي قتقيح

 يها RNA خلوص سيبرر يبرا. كندمي نعييت را مربوطه
 يهاموج طول در ينور جذب نسبت از توانمي شده استخراج

 دايب نسبت ناي .كرد استفاده )280A /260A( نانومتر 280 و 260
 كمتر يهانسبت و باشد 2 ليا 8/1 نبي حالت نريبهت در

 زانمي. باشدمي نئيپروت و DNA با RNA گيآلودي دهندهنشان
 1 همراه به هانمونه از كي هر از شده جدا RNA از لاندا 5

 به مديكر مخلوط آنكه ازپس   x6DNA Loading Dye لاندا
 در يسيتهالكتر نياجر .منيكمي قريتزدرصد  1 ژل آگاروز
   لاًمعمو و شد برقرار هانمونه مهاجرت يبرا الكتروفورز دستگاه
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 نظر در انريج ولت 10 تا 5 مخزن طول از مترنتيسا 1 يازا به
 ولتاژ :شد استفاده زير مختصات از مطالعه ناي در شودمي گرفته

 نميتخ .قهقيد 45 مدت به آمپرميلي 45 يا 50 نياجر و 90
 كه شده مشاهده بند گيدرخشند اساس بر RNA يينها غلظت

 و بند گيدرخشند اساس رب دارد ازني تجربه به كنيتك ناي
 يقتزر ليلكومو مركز در مشابه بند گيدرخشند با آن يسهمقا
 تعداد از ليمولكو ماركر كه نكته ناي به توجه با آگارز، به شده

 غلظت يدارا بندها از هركدام و است شده لكيتش بند يدياز
 بند يسهمقا با پس دارند، شده يقتزر زانمي برحسب صيخا
 زده نميتخ توانمي ماركر از لكولمو در مشابه بند و لياص

 در. است زانمي چه شده صليتخ RNA غلظت زانمي كه شود
 غلظت و نداشت وجود يمعنادار تفاوت روش دو نبي يسهمقا
  .]37[ بود ترليماكرو كي در ماكروگرم 1 با برابر روش دو در

  

  DNASe I آنزيم با تيمار
 در ADN توسط RNA گيآلود از گيريجلو منظور به
 أثيرت در DNA أثيرت ممانعت از يگيرجلو و صليتخ مراحل
 يبرا. شودمي انجام مارتي اين بعد مراحل در يياشيمي مواد
 ،DNase I شامل فرمنتاز كيت از  RNAيهانمونه كردن مارتي

 RNase)يبازدارنده و ليمولكو بآ DNase ،EDTA بافر

inhibitor) RNase  شد استفاده.  
  

 Complementery DNA (cDNA) يا DNA كملتوليد رشته م
  هاي ساينوويوسيتاستخراج شده از سلول يRNA از

 mRNA زانمي ققيد نعييت به ازمندني هاژن انبي سيبرر
 يالگو عنوان به  DNAثيرتك PCR اساس فيطر از. باشدمي
 در است لازم ينبنابرا ،RNA اساس بر نه است ئيكينوكل دسيا

 معكوس يبردارنسخه روش از ستفادها با RNA نخست مرحله
 cDNA or عنوان تحت كه شود يلتبد DNA به

Complementery DNA،  DNA كي يرو از كه استيي 
 بردارنسخه ميآنز توسط الگو عنوان به mRNA مولكول رشته

 در و است شده ساخته  DNA polymeraseيمآنز و معكوس

   شرو توسط يالگو DNA عنوان به cDNA يبعد مرحله
RT-PCR 33[ ابديمي ثيرتك استاندارد[.  

  

RT-PCR  
RT-PCR و عريس حساس، العادهفوق روش كي ستانداردا 

 ييتوانا كه باشدمي موردنظر ژن انبي سيبرر يبرا متنوع
 فراهم را RNA يهامولكول از كم ارسيب يهاپيك صخيتش
 ميك مهني اطلاعات است قادر روش ناي فيطر از .كندمي

 در. يدنما ارائه را بافت اي سلول كي در ژن انبي زانمي درباره
 عدم اي وجود نعييت به قادر تنها RT-PCR استاندارد حالت
 زانمي ميك اطلاعات ليو باشدمي mRNA يهانسخه وجود

 استاندارد، روش در تيراغييت جاداي با. دهدمين ارائه را ژن انبي
 كي در mRNA كميت تعيين يبرا را  RT- PCRتوانمي

 هاسلول انواع نبي mRNA بينس انبي زانمي نميتخ اي و نمونه
 نشان راReal Time PCR  مراحل 1 شماره جدول .برد كار به

  . ]33[ است داده
  

Semiquantative PCR 
 نيژ انبي بر كلياورسو دسيا يمهار اثر بيياارز منظور به

 از هانيكيتوسا ناي نيژ انبي زانمي ،بيالتها شپي يهانكييتوسا
 موردنظر هايژن توسط شده دليتو صياختصا mRNA يقطر

 Real-Timeيقطر از ابتدا ،يابيارز ناي جهت. شد يرگياندازه

PCR و صياختصا يمرهاايپر وcDNA  Total از حاصل 
RT-PCR زانمي شد، داده حضيتوقبلاً  كه mRNA صيختصاا 

 آماده يهايمرپرا با و شدند يابيارز موردنظر هايژن از كي هر
 كه مطالعه مورد يهاكينيتوسا از كدام هر صياختصا

 ،)2 شماره جدول( بود مشخص قبل از آنها يهاسكانس
. شد استفاده دارخانه ژن عنوان بهGAPDH  ژن .شدند يسهمقا
 آگاروز در PCR فرآورده و شد انجام PCR استاندارد يطشرا
 و شد چك ml/µg 5 مايدبرو متيديا با همراهدرصد  5/1 ژل
 و يهتجز مورد يرز يآمار يهاروش يقطر ازيي نها يجنتا
  .گرفتند قرار لليتح
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  Real–Time PCR  در هانكييتوزسانيا مورد كلسي تعداد و حرارت و نيزما طايشر -1 شماره جدول

  سيكل    
  زمان                      

  RT_PCR مراحل  دما

 1  سازي اوليهسرشتهوا  گراددرجه سانتي 95 دقيقه 90 1

 2 واسرشتگي گراددرجه سانتي 95 ثانيه 15 40

 3 اتصال پرايمر گراددرجه سانتي 60 ثانيه 30 40

 4 بسط پرايمر گراددرجه سانتي 72 ثانيه 30 40

 5 بسط درجه سانتيگراد 72 دقيقه 10 1

 

 بيان شده است. PCR محصول اندازه و استفاده مورد يهايمرپرا ذوب نقطه ،تيدينوكلئو يتوال -2 شماره جدول

فيرد مريپرا نام   Forward   5 ̀  to 3  ̀ Reverse  5 ̀ to3  ̀ 
 PCR دما

Product 
size Forward Reverse 

1 B.COX-2 
3´-CTC  TTC  CTC  CTG  TGC  

CTG  AT-5´ 

5´-TG  AGT  ATC  TTT  

GAC  TGT  GGG  A-3´ 52.9 °C 52 °C 200 bp 

2 TNF – α 
3´-TAA  CAA  GCC  GGT  AGC  

CCA  CG-5´ 

5´ -GCA  AGG  GCT  CTT  

GAT  GGC   AGA-3´ 

61 °C 59.4 °C 200 bp 

3 B.IL-1β 
3´-TTC  TCT  CCA  GCC  AAC  

CTT  CTA  T -5´ 

5´-ATC  TGC  AGC  TGG  

ATG  TTT  CCA  T -3´ 
56.5 °C 57.2 °C 200 bp 

4 B.iNOS 

3´-CGG  TGC  TGT  ATT  TCC   

TTA  CGA  GGC  GAA  GAA  

GG-5´ 

5´-GGT  GCT  GCT  TGT  

TAG  CAG  GTC  AAG  

TAA  AGG  GC  - 3´ 
71.5°C 70.4 °C 200 bp 

       

5 B.GAPDH 
3´-ATT  CCA  CCC  ACG   GCA  

AGT  T -5´ 

5´-CGC  TCC  TGG  AAG   

ATG  GTG  AT - 3´ 
56.3 °C 56.7 °C 200 bp 

6 B.CD14 3´- -CTG GAA GCC GGC G- -5´ 
5´- -AGC TGA GCA GGA 

ACC TGT GC-- 3´ 
55.8 °C 59.4 °C 200 bp 

  
  يآمار ليزآنا

. است شده نبيا SD 1±ميانگين  عنوان به هاداده ميتما
 نسياوار يهسو كي زليآنا از استفاده با يآمار زليآنا
)ANOVA ،(افزارنرم REST version 2009 و 

 CT ،P<0.05 زليآنا يبرا. است شده اجرا  SPS2000افزارنرم
  .است شده گرفته نظر در دارنيمع يآمار شكل به

  يج نتا
  

 از سپس و ∆∆Cيا  Pffafi روش توسط ابتدا آناليز
 .شد استفاده كمي آناليز براي REST version 2009 افزارنرم
 انجام ∆∆Cيا  Pffafi روش به Real time-PCR يجنتا ليزآنا
   .شودمي
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2-∆∆= Expression Ratioct 
CT= ∆∆C Calibrater∆- C main cytokine∆   
CT= (∆∆CT main cytocine – CT GADPH)-(CT 
sample positive – CT GADPH) 

 

هر نمونه براي ژن رفرنس و اصلي با تعيين   CTابتدا
ژن هدف و ژن  CTسپس اختلاف . خط پايه محاسبه شد

GADPH  و همچنين اختلافCT   نمونه كنترل مثبت و ژن
GADPH  محاسبه شد. كه به آنCT∆ شود. سپس گفته مي

CT∆∆ محاسبه شد. يعني CT∆  هر نمونه از∆CT  تيمار
 فرض شد درصد 100 بازدهشاهد تفريق شد. در اين فرمول 

استفاده   t-studentو در انتها براي مقايسه نتايج از آزمون
يد درستي نتايج مؤم شده نجاهاي اشد. نتيجه آناليز آزمون

  تحقيق ما هستند.
  
 Bovine COX-2 روي اثر اسيد اورسوليك بر -الف

 COX-2 وليك باعث كاهش بيان ژني آنزيماسيد اورس
به ميزان به ترتيب  LPSهاي تحريك شده توسط در سلول

اين نتيجه در مقايسه با نتايج گروه  شده است.درصد  46/52
براي كاهش بيان  و غيراستروئيد كه تيمار شده با استروئيد

لازم به ذكر  است. دارژن موردنظر استفاده شده بودند، معني
گروه شاهد منفي هيچ تغييري در ميزان بيان ژن  است در

  .)3نشد (نمودار شماره مورد نظر ايجاد 
  

  Bovine TNF-α اثر اسيد اورسوليك بر روي - ب

هاي در سلول  TNF-αاسيد اورسوليك باعث كاهش بيان
BFLS   تحريك شده توسطLPS  شده درصد  27/59به ميزان

 ه تيمار شده با استروئيد واست. اين نتيجه در مقايسه با نتايج گرو
براي كاهش بيان ژن موردنظر استفاده شده بودند،  غيراستروئيد كه

  است. لازم به ذكر است در گروه شاهد منفي هيچ تغييري  دارمعني
  .)3شماره  نمودارنشد (در ميزان بيان ژن موردنظر ايجاد 

  
  

  iNOS Bovine اثر اسيد اورسوليك بر روي - ج

  هاي سلول در iNOSاعث كاهش بيان اسيد اورسوليك ب
BFLS تحريك شده توسطLPS  شده است. درصد  5/55به ميزان

 اين نتيجه در مقايسه با نتايج گروه تيمار شده با استروئيد و
براي كاهش بيان ژن موردنظر استفاده شده بودند، با  غيراستروئيد كه

يري در معني است. لازم به ذكر است در گروه شاهد منفي هيچ تغي
  .)3شماره  نمودارنشد (ميزان بيان ژن مورد نظر ايجاد 

  
 Bovine iL-1βروي  اثر اسيد اورسوليك بر -د

هاي در سلول iL-1β اسيد اورسوليك باعث كاهش بيان
BFLS  تحريك شده توسطLPS  شده درصد  9/47به ميزان

 نتيجه در مقايسه با نتايج گروه تيمار شده با استروئيد واست. اين 
براي كاهش بيان ژن موردنظر استفاده شده بودند،  غيراستروئيد كه

است. لازم به ذكر است در گروه شاهد منفي هيچ تغييري  دارمعني
  .)3شماره  نمودارنشد (در ميزان بيان ژن موردنظر ايجاد 

  

  THP-1 در TNF-α اثر اسيد اورسوليك بر روي - ه

در  THP-1 در TNF-αاسيد اورسوليك باعث كاهش بيان 
شده  درصد 85/54به ميزان  LPSهاي تحريك شده توسط سلول

 است. اين نتيجه در مقايسه با نتايج گروه تيمار شده با استروئيد و
براي كاهش بيان ژن موردنظر استفاده شده بودند،  غيراستروئيد كه

در گروه شاهد منفي هيچ تغييري  است. لازم به ذكر است دارمعني
  .)4نشد (نمودار شماره موردنظر ايجاد ژن در ميزان بيان 

  
   THP-1 در IL-1βاثر اسيد اورسوليك بر روي  - و

هاي در سلول IL-1βباعث كاهش بيان  اورسوليك اسيد
شده است. اين درصد  9/47به ميزان  LPSتحريك شده توسط 

و غيراستروئيد  نتيجه در مقايسه با نتايج گروه تيمار شده با استروئيد
است.  داركاهش بيان ژن موردنظر استفاده شده بودند، معني براي كه

لازم به ذكر است در گروه شاهد منفي هيچ تغييري در ميزان بيان ژن 
  .)4(نمودار شماره نشد مورد نظر ايجاد 
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هاي در سلول  B. COX-2, B. TNF-a ، B.iNOS ،B.IL-1B،B. IL-18هاي التهابيعصاره اسيد اورسوليك بر بيان سيتوكين تأثير -3نمودار شماره 
BFLS با استفاده ازReal –Time PCR  هايتيمار سلولBFLS   ساعت و سپس اضافه كردن 72به مدتLPS  به ميزانng 20   و نگهداري در

به منظور   Real-Time PCRو در انتها انجام RT-PCRو انجام   CDNAو توليد  mRNAها و جدا كردنساعت سپس ليز سلول 1انكوباتور به مدت 
ها نسبت در شش گروه موردنظر. بيان ژن در گروه  B. COX-2 ،B.iNOS،B.IL-1B  ،B. IL-18،B.TNF-aهاي پيش التهابي گيري بيان سيتوكيناندازه

گيري شد اندازه  ANOVAو  t- studentوسيلهها بو ساير گروه  Cell+LPSشود. اختلاف آماري قابل توجه بين گروهسنجيده مي Cell+LPSبه گروه 
)3 n=.(  

  
 Real –Time PCRبا استفاده از  THP-1هايدر سلول  TNF-aو IL-1Bهاي التهابي، تأثير عصاره اسيد اورسوليك بر بيان سيتوكين -4نمودار شماره 

ها و ساعت سپس ليز سلول 1و نگهداري در انكوباتور به مدت   ng 20به ميزان  LPSاضافه كردنساعت و سپس  72به مدت   THP-1هايتيمار سلول 
-B.ILهاي پيش التهابي،گيري بيان سيتوكينبه منظور اندازه Real-Time PCRو در انتها انجام   RT-PCRو انجام  CDNAو توليد mRNAجدا كردن 

1B ،B.TNF-a  ها نسبت به گروهر گروههاي موردنظر، بيان ژن ددر گروهCell+LPS  شود. اختلاف آماري قابل توجه بين گروه سنجيده ميCell+LPS 
  ).=n 3( گيري شداندازه  ANOVAو t- student ها بوسيلهو ساير گروه
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  بحث
 و است پيشرونده و كنندهناتوان بيماري يكاستئوآرتريت 

 استرس يشاافز باعث ،قيچا تروما، ،نتيكژ سن، مانند ليعوام
 شايافز .شودمي هستند، گيردر كه ليمفاص بربيومكانيك 

 ختنري برهم به منجر است ممكن مفصل در استخوان ضخامت
 ترياستئوآرت. شود ليمولكو سطح در كليكاتابو تعادل
 منجر كه است ليمفص يفضا در غضروف شروندهپي ونسيدژنرا

 حركت، شدن محدود درد، ،ليمفص يفضا شدن محدود به
 مفاصل در تيمشكلا جاداي باعث جهتيدرن و نيناتوا و تيثبابي

 شودمي ران و لگن ،پشت ،گردن پا، انگشتان دست، انگشتان
 و شودمي دهدي مسن افراد در دتاًعم ترياستئوآرت .]34، 35[

 شودمي نيدرما يهاينههز شايافز و ميجس نيناتوا به منجر
 يبتخر و سينوويال غشاء التهاب يقطر از يماربي ناي. ]36[

 بين از. ]37[ شودمي ييشناسا استخوان و فيغضرو مفصل
 به سازياستخوان كريتح باعث هاغضروف كامل رفتن

 اسكلروز و فيتاستئو نام به استخواني هايبرآمدگي صورت
 و شودمي كندرال ساب نياستخوا هايلبه در) شدن ترمخيض(

  . ]37[ شودمي هحينا ناي در ييهاستكي لكيتش به منجر
 كلياورسو دسيا بيضدالتها اثر سيبرر به ما ققيتح ناي در

 كلياورسو دسيا .تيمپرداخ ترياستئوآرت به مبتلا يهاسلول در
 و شودمي بيالتها شپي يهانكييتوسا نيژ انبي كاهش باعث
 التهاب دديتش و جاداي دري ثرمؤ نقش هانكييتوسا ناي چون
 هانكييتوسا ناي انبي كاهش با كليرسواو دسيا نايبنابر دارند
 توسط سيعيو قاتقيتح. شودمي التهاب كاهش به منجر

 بيان به كه شد انجام نهزمي اين در جيخار و ليداخ محققان
 دسيا دهدمي نشان رخيا هايگزارش .يمپردازمي آنها از يتعداد
 كنندهمظيتن يفاكتورها ،بيالتها عوامل به پاسخ در كلياورسو
 التهاب كاهش باعث و كندمي مهار را NFk-B يبردارهنسخ
 ييالقا TNF-α مهار همكارانش و Shishodia. ]38[ شودمي
 مختلف يتومورها در دياس كلياورسو توسط را NF-kB از

 دادند نشانFreitas  و Maia يامطالعه در .]39[ دادند نشان
 و نليفرما تست در التهاب كاهش باعث كيداورسولياس
 و Liu .]40[ شودمي مالدئيدسينا از شينا درد شكاه

   NF-kB نيژ بيان بر را كلياورسو دسيا يمهار اثر همكارانش

  

 نشان را دادمي نشان مقاومت پيوند به نسبت كه شيمو در
 مطالعه در. ]41[ شد علائم اين كاهش باعث يتدرنها كه دادند

 دسيا كيخورا مصرف كه داد نشان Vasconcelos يگردي
 كه كتياس دسيا بر خاص دوز در كلينولياو دسيا و كلياورسو
 اثر كه دارد يمهار اثر شود،مي موش در ميشك درد القا باعث
 لتياس يمهار اثر به هبيش )mg/kg 40( كلياورسو دسيا يمهار
 نانجيكارا كه يانمونه در و باشدمي )mg/kg 100( ليسيكسا

 دسيا كيخورا مصرف د،بو شده هاموش در پنجه ورم جاداي باعث
 به منجر )mg/kg 40( زانمي به كلينولياو دسيا و كلياورسو
 همكارانش و Baricevic مطالعه كي در. ]42[ شد ورم كاهش

 يطشرا در كلياورسو دسيا يالتهاب ضد تليفعا سيبرر به
Invitro و Invivo ئيسيسو نوبيآل موش در ادم القا مانند، 
 دسيا توسط نوبيآل موش يهاسلول هنكاي از بعد. ]48[ پرداختند
 مانند بيالتها شپي هاييتوكينسا زانمي شدند، مارتي كلياورسو

 تومر و  (IFN-γ)گاما ترفرونينا ،(IL-2) 2 نكيترلوينا
 ققيتح در. ]43[ افتي كاهش ،(TNF-α) آلفا يسنكروز

 را كلياورسو دسيا يمهار اثر همكارانش و Nataraj يريگد
 دادند نشان (PLA2) 2 پازليفسفو مانند بيهاالت يهايمآنز بر
 دسيا يمهار اثر همكارانش و LUيگري د مطالعات در. ]44[

 مانند بيالتها شپي يهايتوكينسا نيژ انبي بر را كلياورسو
iNOS و Cox2 راناي در. ]45[ كردند ثابت ،2 ژنازسيكلواكسي 

 بيالتها ضد و يدرد ضد اثر با رابطه در يمشابه قاتقيتح نيز
 اثر با رابطه در صاًاختصا اما شد پرداخته ليگيممر اهگي عصاره
 بيالتها شپي يهانكييتوسا نيژ انبي بر كلياورسو دسيا يمهار
 يقطر از ما كه نيزما دادند نشان ما ققيتح يجنتا .نشد كار

ng/mL 20 LPS يهالسلو در را تترياستئوآر به بيهش ليمد 
 ضد يدارو با و يمكرد جاداي راTHP-1  و ينويوسيتسا

 دارونما و) مثبت شاهد( يدئياسترو ضد و يدئياسترو التهاب
 1 غلظت با كلياورسو دسيا ،يمكرد ارتيم) فيمن شاهد(

 هاييتوكينسا نيژ بيان كاهش باعث ليترميلي در گرمميكرو
درصد  27/59 (TNF-α): شودمي تيبتر اين به بيالتها شپي
 THP-1، (IL-1β) 9/47 دردرصد  85/54و  ينوويوستسا در

 ،درصد iNOS)5/55  ،درصد 59/34 (IL-18) ،درصد
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(COX1, COX2) ناي كاهش با. 9/39 و 46/52 بتيتر به 
 و ما ققيتح يجنتا يسهمقا .ابدمي كاهش التهاب هايتوكينسا
 انبي كاهش بر را كلياورسو دسيا يمهار اثر ن،قيمحق يگرد
  .كندمي ثابت بيالتها شپي هاييتوكينسا نيژ

  

  گيريجهنتي
 ديدهد كه اسينشان م قيتحق نيدست آمده از اه ب جينتا
 يمدل در يالتهاب شيپ يهانيتوكاريسا انيكاهش ب قياز طر كيلياورس
 يد و براشو يماريب يباعث روند بهبود توانديم تيرترآبه استئو هيشب
  .  شوديم هيتوص in-vivo طين در شراآ يسرمنظور بر نيا

   شنهاداتپي و نظرات
 به است بوده ليسلو سطح در ما سيبرر حوزه كه آنجا از
 التهاب، نهميز در كلياورسو دسيا كارآمد استفاده منظور
 كاهش سمنيمكا سيبرر -1 .شودمي شنهادپي زير يهاروش

 در الان كه ،بيالتها پيش يهايتوكينسا و هانكينترلواي انبي
 يبرا گياه اين از تفادهاس -2. است انجام حال در ير دانشگاه
 در -3 هستند. يتاستئوارتر به مبتلا كه ييهاموش درمان

 ناي كيپزش دانشكده موافقت با دوم مرحله ييدأت صورت
  .شود انجام ترياستئوآرت به مبتلا انسان يرو بر يشآزما
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