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 يت و آپپتوز سلولهايشرق، بر فعال يايمورد استفاده در آس ياهيگ ي، دارونيكونير شيثأت

  in vitroا در يكروگليملتهب م

  1نين حق بيكمال الد و 2يميمق ي، عل1ي، شاه صنم عباس1*ي، فرزانه صابون1زادهيم عليمر

  يست فناوريك و زيژنت يمهندس يپژوهشگاه ملتهران،  1

 يست شناسيگروه زدوسي، دانشكده علوم، مشهد، دانشگاه فر 2

 12/3/87: تاريخ پذيرش     4/4/86 :تاريخ دريافت

  ده يچك

 يايدر آس Boraginaceaeاز خانواده  Arnebia euchromaشه ياستخراج شده از ر ينونيزه نفتوكيرنگ) نيآلكان-β(ن يكونيش

و  يخواص ضد التهاب يب داراين تركينشان داده اند كه امطالعات . ار كاربرد داشته استيشرق در درمان زخمها و عفونتها بس

 inفعال شده در  يايكروگليم ين بر سلولهايكونير شيثأز تين مطالعه نيدر ا .باشد يم in vivoو  in vitroط يدر شرا يضد تومور

vitro رات سطح ييقرار گرفته و بررسي تغ يمورد بررس(Nitric Oxide) NO اب يدر حضور و غ يلولزان آپپتوز سين ميو همچن

(Lipopolysaccharide)LPS   در القاء التهاب ياساس ياز فاكتورها يكيكهCNS  ا، يكروگليم .باشد مورد توجه است يم

ن ها، ين ها، كموكيتوكياز س يانواع يهستند كه قادر به آزاد ساز يمركز يستم عصبيم در سيمق يتيمنشاء مونوس يدارا يسلولها

ا به يكروگليت ميفعالكه  يهنگام .باشند يا ميگل يگر سلولهايو انواع د ين نورونيم ارتباط بيتنظ منظوره ب.. .د و يك اكسايترين

 يالتهاب يهايماريو ب يتواند موجب دژنره شدن نورون يابد مي يش ميافزا يمشخص يكيل به هم خوردن تعادل پاتولوژيدل

د شده توسط يتول NOزان يش ميافزا. گر شودي، تروما و انواع د AIDs، نسوني، پارك MSون،يمر، پري، آلزايمغز يسكميهمچون ا

 Arnebia ياهيعصاره گ .باشد يان مدر انس يو و التهابينورودژنرات ياهيماريب يزمرتبط با پاتوژنين CNSن سلولها در يا

euchroma د يتولدر  يژه ايموجب مهار وNO يمصرف ر وابسته به دوزن مهايشود كه ا يمار شده ميت يو آپپتوز سلولها 

ن ين سلولها شده و همچنيموجب القاء آپپتوز در ا g/ml�30 -10 ين در غلظتهايكونيدهد كه ش يج نشان مينتا. ن استيكونيش

 يزي، با رنگ آمبيترته توان ب يج را مين نتايشود كه ا يم NOد يدر تول يموجب كاهش مشخص g/ml� 5-0،1  يدر غلظتها

با توجه به نتايج كسب شده مي توان شيكونين را به عنوان . دست آورده س بيد و با معرف گريوم برومايديات/ ن اورنج يديآكر

تهاي تعيين شده قادر به كنترل التهاب ايجاد شده در سلولهاي ميكروگليا و نيز القاء ظماده اي با منشاء گياهي دانست كه در غل

و مورد استفاده واقع ينورودژنرات يهايماريدر ب ييبي دارويترك به عنوانتواند  ها مي شود از اين رو ميروند آپپتوز در اين سلول

  .شود

  وي، نورودژنرات LPS، آپپتوز،  NOا ، يكروگلي، م Arnebia euchromaن ، يكونيش:  يديكل يواژه ها

    sabouni@nrcgeb.ac.ir: ، پست الكترونيك021- 44580374 :ن تماستلف نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

  2000جنس و   100با حدود  Boraginaceaeخانواده  

متعلق به  يجنسها از يشه  بعضير. شوند يم يگونه معرف

بوده كه  يار غنيبس ينونين خانواده در مشتقات نفتوكيا

 Onosmaو Lithospermum  ،Arnebia ،Alkannaشامل 

ن و مشتقات آنها يآلكان ن،يكونيش يباشد و دارا يم

  .)26 و 6(باشند  يم
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ازعصاره  استخراج ) ن ، كره، ژاپنيچ(مردم خاور دور 

اهان در درمان عفونتها، زخمها، جوشها، ين گياز اشده 

ها استفاده ي، تاول و سوختگاه زخميسرخك، گلو درد، س

استفاده از  يبرا يعيقات وسيامروزه تحق. كردند يفراوان م

. رديگ يصورت م يكينيو كل ياننه درمياهان در زمين گيا

خواص ضد  يب داراين تركيمطالعات نشان داده اند كه ا

 يم in vivoو  in vitroط يدر شرا يو ضد تومور يالتهاب

 به عنوان يكيوژفارماكول يكاربرد ها ياريدر بس. باشد

ت ي، ضد فعاليكي، ضد گونادوتروپيب ضد التهابيترك

HIV-1 )5 (ك، ي، ضد ترومبيكروبيوري، ضد م، ضد توم

ن يكونيز از شين يبي، ضد آمي، ضد قارچييا يضد باكتر

 ين موجب القايكونين شيهمچن .)5( شود ياستفاده م

 ياز جمله سلولها يشمار يب يسرطان يآپپتوز در سلولها

HL60 ي، سلولها)37(يك انسانيتيلوسيميپر يايلوكم 

هپاتوما  ي، سلولها)16( يانسان MCF-7 يسرطان پستان

Hep-1-Sk م يبد خ يملا نوما ي، سلولهايسانانS2  

A375-يسلول ينهاي، لا)35(يانسان U266  ،RPMI8226  ،

IM9  وHs-sultan cells سلولها ، )19( يلوما انسانيم

ال يلتياپ ي، سلولها)17( كولوركتال انساني يسرطان

 يزيآپپتوز كه مرگ برنامه ر. دشو يم... و يكال انسانيسرو

 ينديفعال بوده و فرآ يسه اباشد پرو يم يشده سلول

 يم يچند سلول يسمهايدر تكامل و سلامت ارگان طبيعي

 يكيولوژيقات بياز تحق يمطالعه آپپتوز قسمت مهم. باشد

ش يا افزايرا به خود اختصاص داده چون هرگونه كاهش و 

اد سرطانها، جيا يبرا يليتواند دل يند مين فرآيدر ا

 يهايماريمر و بي، آلزابتاي، ديمنيخود ا يهايماريب

  .)28( گر باشديو دينورودژنرات

باشند كه  يا ميگل ياز سلولها يا دسته ايكروگليم يسلولها

وجود  (CNS) يمركز يستم عصبيعلاوه بر نورونها در س

ن سلولها همچنان مورد بحث است ياگرچه منشاء ا. دارند

شتق ن سلولها ميده اند كه اين عقياكثر دانشمندان بر ا يول

 ياجداد يباشند و سلولها يشده از مغز استخوان م

وارد مغز  ينيماكروفاژ اند كه در روند  تكامل جن/تيمونوس

 يكيرات مورفولوژييتغ يك سريق يشده اند و از طر

 يز ميد در حال استراحت متمايفيرم يصورت سلولهاب

بوده  يمغز يمنيم گر ايتنظ ين سلولها سلولهايا .)8( شوند

ر شكل داده ، فرم ييتغ يكيط پاتولوژيجهه با شراو در موا

. كنند  يدا ميپ يتوزيت فاگوسيبه خود گرفته و قابل يبيآم

در  ياها مشخصه اصليكروگليم يرات در مورفولوژييتغ

فعال شدن . باشد يمغز م يكيپاتولوژ يفرمها يباً تماميتقر

ان و يهمراه با ب يكيرات مورفولوژييا علاوه بر تغيكروگليم

و بالقوه  يمنيمرتبط با ا مولكولهاياد شدن فاكتورها و آز

،  2-ك چون نيتريك اكسايد، سيكلواكسيژنازيتو توكسيس

-1، اينترلوكينα-، تومور نكروزيس فاكتور2-پروستاگلندين

βد چرب مانند ايكوسانوئيدها و ياس يت هاي، متابول

باشد و نقش  يد ميآزاد همچون سوپر اكس يكالهايراد

 .)24و  25( كنند يفا ميالتهاب حاد و مزمن ا در يمركز

از  يعيف وسيا فعال شده در طيكروگليم سلولهايوجود 

ر يم و غيمستق يشامل جراحت مغز يمغز يهايماريب

و مخرب  يمنيخود ا يعفون يهايماري، بيسكميم، ايمستق

  .)32و  30، 29، 1( نشان داده شده اند يعصب

ند ي، فرآو متنوعيتنورودژنرا يهايماريود برغم وج يعل

شبرد ياست كه سبب گسترش و پ يداريسم پايالتهاب مكان

ون يدر نورودژنراس يمتعدد يسلولها. شود يها ميمارين بيا

 يسلولها يجاد شده در اثر التهاب نقش دارند وليا

 يب نورونين آسيدر ا ياساس يا به عنوان سلولهايكروگليم

، يمغز يسكميهمچون ا ييهايماريشناخته شده اند و در ب

تروما نقش  و AIDsنسون، ي، پارك MSون، يمر، پريآلزا

مشتق  يديپيكوليگل )ليپوپلي ساكاريد( LPS. دارند مؤثر

قادر ) نياندوتوكس( يگرم منف يشده از سطح غشاء باكتر

با  .)22و  12، 2(باشد  يم CNSن التهاب در يجاد ايبه ا

، ايكروگليم كشتهاي يبر رو in vitroاستفاده از مشاهدات 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 تابستان، 2، شماره 22جلد                                                                                                            مجله زيست شناسي ايران   

1388 

302 

 

LPS رات ييجاد تغيا و ايكروگليقادر به فعال كردن م

د انواع ين القاء توليآنها و همچن يبر عملكرد سلول يعيوس

 ين مين ها و پروستاگلندي، كموكيالتهاب ين هايتوكيس

م يآنز( iNOSقادر به القاء سنتز  LPSعلاوه ه ب. باشد

 ،7.(باشد يم NOد يو تول) CNSدر  NOمخصوص سنتز 

 يتواند در رابطه با عوامل يم NOر سطح ييتغ) 27و  9

، ي، التهابات مغزيخون يتهايو مسموم عفونتهاچون 

و  يپوكسي، ه2ابت نوع يجان، ديش فشار خون، هيافزا

 ين فاكتور كه قسمتيا يد و آزادسازيتول .)3( سرطان باشد

زبان را قادر به از يدهد م يل ميبدن را تشك يذات يمنياز ا

ار و يد بسيكند اما تول يهجوم آورنده م يردن پاتوژنهان بيب

ان آور و يار زيها بسنورون ين فاكتورها برايتجمع ا

با توجه به فعاليت سلولهاي ملتهب  .)4( ك استيتوكس

ميكروگليا در انواع بيماريهاي سيستم عصبي مركزي كه 

سترش بيماريهاي سبب كاهش ايمني مغزي و گ

ميزان التهاب اين سلولها مي  كاهشنورودژنراتيو شده، 

انجامد، از طرفي با تواند به كاهش علائم پاتولوژيك بي

شيكونين در كاهش التهاب انواع جراحات و  توجه به نقش

اع سلولهاي ملتهب و همچنين القاء فرآيند آپپتوز در انو

ين ماده در التهاب ايجاد ثير اأسلولهاي سرطاني، بررسي ت

ي يا تحت شرايط پاتولوژيك مشده در سلولهاي ميكروگل

  .تواند نتايج مفيدي را در پي داشته باشد

  مواد و روشها 

ن يدر اArnebia euchroma: اه يشه گياز ر يريعصاره گ

 يبا نام فارس euchromaو گونه  Arnebiaق از جنس يتحق

اه در ين گيش ايرو. ده استگردين استفاده يرنگ يگل عسل

ه، افغانستان و ين، روسي، هند، چيمركز يايران، آسيا

اه در غرب، ين گيران ايدر ا. پاكستان گزارش شده است

 3500 – 4000در ارتفاعات  يو مركز يجنوب غرب

ن يمورد استفاده در ا ياهيمواد گ .)11(د يرو يم يمتر

 يژن در منطقه سيق از ارتفاعات دنا واقع در گردنه بيتحق

هوئه  يلر احمد با اسم محيه و بويلويسخت استان كهك

اه شناسان ياه توسط گينوع گ. شده است يچوئه جمع آور

ران و يقات جنگلها و مراتع ايمؤسسه تحق يتخصص

محلول مورد . شود ين مييوم دانشگاه تهران تعيهربار

 THFاه ين گيشه اياستخراج عصاره از ر ياستفاده برا

(Tetrahydrofuron)  درجه سانتي گراد  66با نقطه جوش

از  سوكسوله و دستگاه  يريعصاره گ يبرا). 15( باشد يم

  .دگردياستفاده   Rotevaporر يتقط

 
منقطع و سياهرنگ ميكروگليا و فلش بلند  فلش و سفيد رنگ اوليگودندروسيت ، روز، فلش كوچك 10كشت مخلوط سلولهاي گليا بعد از  -1كل ش

 .و سبز رنگ آستروسيت مي باشد

در كشت سلولهاي ميكروگليا  : ايكروگليم يكشت سلولها

كشت  .)13( استفاده شد Giulian & Bakerاز روش 

پرايمري سلولهاي ميكروگليا با استفاده از بافت كورتكس 

پس از عاري . دگرديانجام  wistarروزه نژاد  1- 2رتهاي 

كردن بافت كورتكس از پرده مننژ و جداسازي مكانيكي 

پانسيون سلولي حاصل داخل محيط كشت سلولها، سوس
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DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)  
. گرفتقرار  )FCS 10� )fetal bovine serumحاوي

نسبت يك نيمكره  در خانه اي به  6كشت در پليت هاي 

روز  12-14ليتها به مدت پ) 7( يك خانه صورت گرفت

،  �CO2 5در انكوباتور مخصوص كشت سلول كه داراي 

 بود،درجه سانتي گراد  37رطوبت كافي و دماي 

 80 تقريباً سلولهاكشت،  دهمدر پايان روز . قرارگرفتند

سطح هر خانه را مفروش كرد كه در زير  درصد

آستروسيت، (گليا  سلولهايميكروسكوپ مخلوطي از انواع 

 را مي توان مشاهده كرد) ميكروگليا و اليگودندروسيت

  .)1شكل (

 
 ACMساعت پس از ماندن در   24ميكروگليا  - 3شكل.       روش تريپسين زني ملايم براي بدست آوردن ميكروگلياي خالص - 2شكل    

  

 ين روش جداسازيا :ايكروگليم سلولهاي يخالص ساز 

شان به سطح  يدرت چسبندگدر ق سلولهال يبراساس تما

ا را يكروگليم سلولهايان تو ين روش ميدر ا. بستر است

ل يگر از قبيد سلولهايبا  يبا خلوص بالا و بدون آلودگ

 سلولهاي. دست آورده تها بيگودندروسيتها و اليآستروس

ا در مواجهه با يگل سلولهاير يا نسبت به سايكروگليم

 نسبت به جدا شدن از سطح بستر يشترين مقاومت بيپسيتر

شت داده شده به مدت ك يبنابراين سلولها. دهند ينشان م

پس از . انكوبه شدند  درصد 05/0ن يپسيقه با تريدق 30

ت ها و به يآستروس يجدا شده حاو يه سلولين مدت لايا

) 2شكل (مي باشد ت يگودندروسيزان اندك نورون و اليم

. ا هستنديكروگليده به سطح شامل  ميچسب يو سلولها

 ACM  (Astrocyteساعت در  24سلولها به مدت 

Conditioned Medium) يمارهايقرار گرفته و سپس ت 

  ي آنها انجام شد لازم  بر رو

 يزيرنگ آم :ايكروگليم ين خلوص سلولهاييتع

 يباد يله آنتيا به وسيكروگليم سلولهاي ياختصاص

ن يلكت يكه نوع Griffonia   Simplicifolia ياختصاص

  ).4شكل ( است  انجام شد

مار سلولها  يت يبرا :ن ينكويو ش LPSمار سلولها با يت

ط كشت يدر مح ml   /1µgبا غلظت LPSمحلول  

DMEM  نيكونين شيمع يه غلظتهايته يبرا. استفاده شد ،

،  دين  در اتانول خالص حل گرديكونيش يزان مشخصيم

د يط كشت نباياتانول در مح ييكه حجم نها يبه طور

 يسلولها يحاو يفلاسكها. باشد درصد 02/0شتر از يب

قرار   ACMساعت در معرض  24كه  يا در حاليكروگليم

سطح فلاسك را پوشانده  ���� 70ش از يداشته اند و ب

ميكروگليا در حالت ). 3شكل (باشند يمار مياند آماده ت

با غلظتهاي متفاوت ) LPSبا استفاده از (فعال شده 

و  LPSمار سلولها با يدر هنگام ت .شيكونين تيمار مي شود

ط كشت يكنترل سرم از مح يسلولها يتن و حيكونيش

 .شود يحذف م

مار سلولها در مدت يپس از ت :ديك اكسايترين يرياندازه گ

توسط  NOن ميزان ييش تعيساعت آزما 48و  24 يزمانها

س يگر). 14(د گرديسلولها انجام  يبر روGriess معرف 
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ك واكنش يه يبوده و بر پا يف سنجيش طيك آزماي

د يتول NOزان يبرآورد م يبرا. ار استون استويزاسيازوتيد

 استاندارد يمنحن ازمار شده، يت يشده توسط نمونه ها

 يمورد استفاده در منحن ¯NO2 يغلظتها. استفاده مي شود

  .دگردتهيه مي    NaNO2استاندارد توسط ماده 

 يع براياستفاده از روش ساده و سر :يآپپتوز سلول يبررس

ار يبس يكيولوژيقات بيم تحقزان آپپتوز در انجايبرآورد م

 يدر حال حاضر متدها. شود يد واقع ميت داشته و مفياهم

ن يشامل چند in vitroط يص آپپتوز در محيتشخ يج برايرا

د يوم برومايديچون ات يكيمورفولوژ يزيروش رنگ آم

و  Hoechstدول، يل اينو فنيديآم ين اورنج ، ديديوآكر

 DNA ladder AnnexinVstaining,گر همچونيد يروشها

, ssDNAstaining , Caspase 3/7 activity , TUNEL يم 

 يتواند دارا يذكر شده م يك از روشهايهر . باشد

بودن روشها، نبود  يچون چند مرحله ا يتهاييمحدود

ك ي، آپپتوز و نكروز در زنده يزان سلولهايامكان برآورد م

كه  يباشد در صورت ير اختصاصيص غيزمان و تشخ

 يت جذب متفاوت برايسكوپ فلوئورسانس با قابلكرويم

فلوئورسانت مانند رنگ  DNAباند شونده با  يرنگها

سهولت، سرعت و  يك متد مناسب براي EB/AOبا  يزيآم

  ).34و   28( باشد يص آپپتوز ميصحت تشخ

ا بدون يكروگليم ين بر سلولهايكونير شيثأت يبررس

ن پرسش كه يبه پاسخ ا يابيبه منظور دست : LPSحضور 

ك يبه عنوان  LPSو بدون حضور  يين به تنهايكونيش

ا يكروگليم يبر سلولها يريچه تاث يفاكتور فعال كننده سلول

ب داده شد كه تنها تفاوت آن با يترت يگريش ديدارد آزما

 يبود و از همان غلظتها LPSش اول در بكار بردن يآزما

آزاد  NO زانيم. ز استفاده شديش نين آزماين در ايكونيش

ب گفته شده اندازه يز به همان ترتين سلولها نيشده از ا

  .دگردي يريگ

دار  LPSبررسي اختلاف معني دار بين نمونه  :آناليز آماري

و نمونه هاي تيمار شده با غلظتهاي مختلف شيكونين در 

انجام  p<0.05و  ANOVAبا استفاده از روش  LPSحضور 

  .شد

  
رنگ آميزي اختصاصي سلولهاي ميكروگليا با لكتين  -4شكل 

  ).گريفونيا سيمپليسيفوليا نشاندار شده با فلوروسنت( اختصاصي

  جينتا

 LPS يمارهاير تيثأبدست آمده از ت يكروسكوپيج مينتا

ه كورتكس يا ناحيكروگليم ين بر كشت سلولهايكونيو ش

مطالعه  :نورتيكروسكوپ ايمغز رت توسط م

نورت يكروسكوپ ايانجام شده توسط م يوسكوپكريم

 يج در مدت زمانهاين نتايا. دهد يرا نشان م يج جالبينتا

قرار  يمار مورد بررسيساعت پس از ت 48ساعت و  24

 48ساعت و  24كنترل بعد از  يدر نمونه ها: گرفت

به قرار داشته و  يت مناسبيقعدر مو اًساعت سلولها نسبت

ده يز ديفعال ن يسلولها يو گاهده يو كش يله ايصورت م

شكل  يبيآم ين سلولها به صورت سلولهايشوند كه ا يم

با غلظت  LPSكه  ييدر نمونه ها). 5شكل ( كوچك اند

1µg/ml يت سلوليافت كرده اند به سرعت روند فعاليدر 

شوند  يده ميشكل د  يبيشروع شده و سلولها به صورت آم

قابل مشاهده  يلولن فرم سيساعت ا1كه بعد از  يطوره ب

پهن  شكل كاملاً يبيآم يساعت سلولها 24است و بعد از 

 رنديگ يمرو مانند به خود ميو گسترده شده و حالت ن

 LPSكه به صورت همزمان  ييدر نمونه ها). 6 شكل(

1µg/ml به غلظت نسبت افت كرده اند ين را دريكونيو ش

. باشد يسلولها متفاوت م  ين به كار رفته مورفولوژيكونيش

به   يت سلوليروند فعال  20µg/mlو  30µg/mlدر غلظت 

ساعت  24كه بعد از گذشت  يسرعت شروع شده به طور
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 يند آپپتوز شده و سلول زنده ايسلولها دچار فرآ يتمام

  10µg/mlو اما در غلظت ) 8و 7شكل( شود يافت نمي

 24كه بعد از  يافته به طوريكاهش  ين روند مقداريا

افت كه هنوز دچار يرا  ييتوان سلولها يرت مساعت به ند

 يباشند ول يآن م ييا در مراحل ابتدايآپپتوز نشده اند و 

توان  يرا نم يچ سلول زنده ايساعت ه 48بعد از گذشت 

  .)9شكل( آپپتوز نشده باشند رافت كه دچايدر سطح خانه 

  
  ساعت  24دار بعد از  LPS) 6ساعت                                                    شكل  24كنترل بعد از ) 5شكل                           

  
  تساع 24بعد از+ 20µg/ml  LPSشيكونين دار با غلظت) 8ساعت          شكل 24بعد از+ 30µg/ml  LPSشيكونين دار با غلظت) 7شكل         

  
  ساعت 24بعد از + 5µg/ml  LPSشيكونين دار با غلظت) 10شكل    ساعت        24بعد از + 10µg/ml  LPSشيكونين دار با غلظت) 9شكل       

  
  ساعت 24بعد از + 0.5µg/ml  LPSشيكونين دار با غلظت) 12لشك    ساعت      24بعد از  1µg/ml+LPSشيكونين دار با غلظت) 11شكل         
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 0.1µg/mlو 5µg/ml  ،1µg/ml  ،0.5µg/ml يدر غلظتها

از  هكه هر چ يطوره ب. باشد يگر ميد يگونه ات به يوضع

از  گردد يم نزديك 0.1µg/mlبه غلظت  5µg/mlغلظت 

كه در غلظت  يجاي تاشود  يت سلولها كاسته ميشدت فعال

0.1µg/ml  ت يساعت وضع 24بعد از مدت زمان

ه يكنترل شب ينمونه ها يسلولها به مورفولوژ يمورفولوژ

 يسلول يمرو مانند و پخش شدگين حالت نيهمچن. است

ن حالت در ين كمتر از ايكونيش 0.1µg/mlدر غلظت 

گفته شده  يمورفولوژ. باشد ين ميكونيش 5µg/mlغلظت 

 يروند 5µg/mlبه سمت غلظت  0.1µg/mlاز غلظت 

  ).13تا  10شكل( دارد يشيافزا

  
  ساعت 24بعد از  0.1µg/ml+LPSشيكونين دار با غلظت -13

همانطور كه : نيتريك اكسايد يريج حاصل از اندازه گينتا

در نمودار مشخص است در نمونه كنترل بعد از گذشت 

ه در حد صفر گزارش شد NOد يزان توليساعت م 24

 يم LPS 1µg/mlدر غلظت  NOد يت تولياست و نها

 10µg/mlو 30µg/ml  ،20µg/ml يدر غلظت ها. باشد

 5µg/ml يدر غلظتها يول ،صفر NOد يزان توليم ،نيكونيش

 ،1µg/ml  ،0.5µg/ml 0.1وµg/ml ن روند متفاوت بوده يا

ر يس ،نيكونيش 0.1µg/mlبه سمت  5µg/mlو از غلظت 

كه غلظت  يطوره شود ب يمشاهده م NOد يدر تول ينزول

0.1µg/ml در ن گروه به گروه كنترل و يكترين نزديكونيش

ن گروه به گروه كنترل و ين دورتريكونيش 5µg/mlغلظت 

ساعت از  48بعد از . باشد يم LPSن گروه به يكترينزد

 يبه همان صورت بوده ول NOد يمار روند توليگذشت ت

 يزمان در هر غلظت د آن با توجه به گذشتيزان توليم

 جه كاملاًين نتيا يسه دو منحنيد شده است كه با مقايتشد

  .)1نمودار ( مشهود است
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در  LPSدر حضور  NOنمودارمربوط به اندازه گيري ميزان ) 1نمودار 

به منظور مقايسه بين  ANOVAآناليز آماري توسط . سلولهاي ميكروگليا

شيكونين انجام شده دار و گروههاي تيمار شده با LPS نمونه 

  p<0.05.است

وم يدين اورنج و اتيديآكر يزيج حاصل از رنگ آمينتا

 يزان آپپتوز سلوليم :يزان آپپتوز سلولين مييد و تعيبرما

سلول  100ش از يب يته سلوليلد و با دانسيش از چند فيدرب

ن آپپتوز يانگيزان ميدر نمونه كنترل م. بدست آمده است 

 48ساعت صفر و بعد از  24ت شده پس از يرو يسلول

   .گزارش شده است ���� 3 اًساعت حدود

  
  ساعت     48 منحني استاندارد بعد از)  3ساعت                                     نمودار  24منحني استاندارد بعد از ) 2نمودار                  

  در سلولهاي ميكروگليا LPSدر حضور  NOمربوط به اندازه گيري                در سلولهاي ميكروگليا LPSدر حضور  NOاندازه گيري ربوط به م      

standard chart-after 24 h.

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0 50 100 150

NaNO2concentration 

5
4
0

 n
m

 a
b
s

o
rb

a
n

c
e

standard chart-after 48 h.

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0 50 100 150

NaNO2 concentration

5
4
0
 n

m
 a

b
s
o

rb
a
n

c
e

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 تابستان، 2، شماره 22جلد                                                                                                            مجله زيست شناسي ايران   

1388 

307 

 

افت كرده يرا در 1µg/ml LPSكه غلظت  ييدر نمونه ها 

ساعت  48ساعت و  24پس از  يزان آپپتوز سلوليبودند م

ن درصد يشتريب .باشد يم درصد 12و  درصد 10ب يبه ترت

باشد در  يم درصد 100ساعت كه  48آپپتوز بعد از 

ن يكونيش 10µg/mlو 30µg/ml  ،20µg/ml  يغلظتها

تا  30µg/mlاز غلظت  يروند آپپتوز سلول. مشاهده  شد

 يساعت روند 48ساعت و  24بعد از  0.1µg.mlغلظت 

زان آپپتوز مربوط به ين ميداشته و كمتر يمشابه و نزول

  .)4نمودار ( باشد ين ميكونيش 0.1µg.mlغلظت 
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. نمودار تعيين ميزان آپپتوز سلولي در سلولهاي ميكروگليا) 4نمودار 

دار و LPS به منظور مقايسه بين نمونه  ANOVAآناليز آماري توسط 

  p<0.05.گروههاي تيمار شده با شيكونين انجام شده است

 و بدون حضور يين به تنهايكونير شيثأج حاصل از تينتا

LPS ش در مدت ين آزمايا :ايكروگليم يبر سلولها

ساعت انجام  72ساعت و  48، ساعت 24 يزمانها

ن به يكونين مطلب بودند كه شيا يايج گوينتا .رفتيپذ

 يتوسط سلولها NO يدر آزادساز يريثأچ تيه ييتنها

ن به كار برده يكونيش يغلظتها يدر تمام. ا ندارديكروگليم

،  30µg/ml  ،20µg/ml  ،10µg/ml  ،5µg/ml - شده 

1µg/ml  ،0.5µg/ml  0.1وµg/ml – يچ نوع آزاد سازيه 

NO زان آن همواره مانند نمونه كنترل يصورت نگرفت و م

  .در حد صفر گزارش شد

  بحث

بازدارنده  به عنوانن يكونيشات شين مجموعه آزمايدر ا

به ج يه نتايچرا كه بر پا شد يمعرف  iNOS يبرا يگريد

 µg/ml ين در غلظتهايكونيبعد از استفاده از ش دست آمده

ن مشخص يكونيش يت ضد التهابيخاص µg/ml 0.1تا  5

 LPSك شده با ياز حد تحر NOد يزان توليشده است و م

در  4.06µMاست به  13.1µM اًساعت كه حدود 24بعد از 

 µg/ml 5رسد و در غلظت ين ميكونيش µg/ml 0.1غلظت 

كاهش  6.66µM به  ساعت 24 ن نسبت بعد ازي، انيكونيش

بعد از   NOد يتول  مهار  كه يطوره است ب  دا كردهيپ

 µg/ml 0.1تا غلظت µg/ml 5از غلظت  ساعت 24گذشت 

ن در يكونيش يدر صد بازدارندگ داشته و يصعود يروند 

 µg/ml 5  ،�55.42 :µg/ml: �49.17به صورت  NOد يتول

1  ،�:62.75 0.5µg/ml �69.1و :µg/ml 0.1 باشد و در  يم

ت يبه نها NOزان كاهش ي، منيكونيش 0.1µg/mlغلظت 

 أمسلم. است درصد 69.1 يزان بازدارندگيده و ميخود رس

ان يزان بيق اثر بر مياز طر NOن بر كاهش يكونير شيثأن تيا

كه در مطالعات گذشته  يطوره باشد ب يم iNOSم يآنز

له ثابت ن مسئيا ايكروگليم يسلولها يصورت گرفته بر رو

شات ين آزمايگر مورد توجه در اينكته د .)33( شده است

بر خلاف . باشد ين مورد استفاده ميكونيزان اندك  شيم

 يبوپروفن كه در غلظتهايگر مانند ايك دينتتيس يداروها

100µM 250ا ي وµM  ك خود يقادر به القاء اثرات آپپتوت

 يالاب  ين كه در غلظتهايكلينوسايا درمورد ميهستند و 

60µM  لقاء ساعت قادر به ا 48و آن هم بعد از گذشت

 ين در غلظتهايكونيش) 10( باشد يك خود مياثرات آپپتوت

ك خود و هم قادر به ياندك هم قادر به القاء اثرات آپپتوت

كه  يطوره ب. باشد يخود م  يالقاء اثرات ضد التهاب

ك خود را نشان داده و ياثرات آپپتوت µg/ml 10درغلظت 

خود را نشان  ياثرات ضد التهابµg/ml  5ريز ير غلظتهاد

ن تمام يكونيش يبالا ينكه در غلظتهايبا توجه به ا. دهد  يم

گزارش شده در  NOشده اند و مقدار آپپتوز سلولها دچار

و  iNOSت ينكه فعاليباشد و با توجه به ا يحد صفر م

گزارش  LPSماربا يساعت پس از شروع ت 6را  NOد يتول

 يجه گرفت كه در غلظتهاين نتيتوان چن يم) 21( اند كرده

ا يكروگليم ين القاء روند آپپتوز در سلولهايكونيش يبالا

 يبرا يافتد كه به سلول اجازه ا يع اتفاق ميآنچنان سر
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القاء آپپتوز در  يهانديشود و فرآ يداده نم NOد يتول

ر در يافتد و عوامل درگ يمار اتفاق ميت يابتدائ يساعتها

ن يكونيش يبالا ين سلولها در غلظتهايلقاء آپپتوز در اا

جه يجاد شده در نتيو آپپتوز ا NOد يبجز تول يزيچ

القاء آپپتوز در  .)31و  20(باشد يم NOك بودن يتوكس

تواند  ين ميكونيش يبالا يا در غلظتهايكروگليم يسلولها

 ين ماده در سلولهايمشابه با القاء آپپتوز توسط ا يزيچ

ن يالقاء آپپتوز در ا. ذكر شده  باشد يو سرطان يالتهاب

مانند  MAPKت كاسپازها و يجه فعاليتواند در نت يسلولها م

ERK  ،JNK  ،P53 ند القاء آپپتوز در ير در فرآيكه درگ

ق توقف ياز طر يانسان يملانوما A375-S2 يسلولها

ش يجه افزايا در نتيو ) 36و  35( ند باشدا يكل سلوليس

ون يفعال و كاهش گلوتات يژنهايآزاد و اكس يكالهايراد

ع آپپتوز ين صورت موجب القاء سريباشد كه در ا يسلول

 SK-Hep-1يساعت مشابه آنچه در سلولها1در كمتر از

 يدر صورت. شود يافتد م ياتفاق م يك انسانيتيئلوسيميپر

ن فقط موجب آپپتوز ييپا ين در غلظتهايكونيكه ش

ت فعال شده اند و چون شود كه به شد يم ييسلولها

، وابسته به دوز LPSجه يدر نت يت سلوليشدت فعال

ن ييپا يباشد و در غلظتها ين استفاده شده ميكونيش

ن روند آپپتوز يشود بنابرا يت سلولها ميموجب مهار فعال

ن ييپا يتهان به سمت غلظيكونيش يبالا ياز غلظتها يسلول

ن يكونيش توان گفت كه ي، پس مداشته يكاهش يآن روند

ق كاهش يسلولها را از طر يت التهابين غلظتها هم فعاليدر ا

د شده مهار كرده و هم موجب آپپتوز يتول NOزان يم

اد شده يت آنها آنچنان زيشود كه شدت فعال يم ييسلولها

  .ك هستنديگر توكسيد يسلولها ياست كه برا

تواند در  ين سلولها مين در ايكونيش يالقاء روند ضدالتهاب

ا كاهش يو  CD14مانند  LPS يجه كاهش رسپتورهايتن

TLR4 يگنالهايكه انتقال دهنده س LPS  به درون سلول

و كاهش  iNOSدر هر حال موجب مهار  .)18( است باشد

در . را به همراه دارد NOو كاهش  هشد iNOSن يپروتئ

از آن شروع  و بالاتر µg/ml 10 نيكونيش يبالا يغلظتها

 ير را ميين تغيشود كه ا  يده ميرعت دبه س يت سلوليفعال

  يت بالان غلظيو همچن LPSجه وجود يتوان در نت

در خانه  يت سلوليشروع زود هنگام فعال. ن دانستيكونيش

باعث گرد شدن حالت سلولها شده كه كه  LPSهاي حاوي 

بر عكس . باشد يم LPS1µg/mlت وجود ين فعاليل ايدل

 LPSهمان مقدار  يان كه داريكونين شيپائ يدر غلظتها

 نن بودييپاشود كه  يده نميد يتين روند فعاليچن بوده

ن سلولها يرا در ا يضدالتهاب يروند غلظتهاي شيكونين

  . كند يالقاء م

 يبر سلولها LPSو بدون  ييبه تنهان يكونيش با تأثير

ه ن بيكونينكه شيمشاهده شد و آن ا يجه جالبيا نتيكروگليم

گزارش  NOشود و مقدار  ينم NOد يموجب تول ييتنها

جه گرفت كه ين نتيتوان چن ين ميبنابرا. شده صفر است

است  LPSن تنها در حضور يكلينوساين همانند ميكونيش

ن ماده ملتهب كننده  يك ايتوكس يتهايكه موجب مهار فعال

 را كاهش داده است NOد يزان توليبر سلولها شده و م

اب ين و در غينكويش يبالا يبر عكس در غلظتها .)33(

LPS ياين گويشود و ا  يمشاهده م يهمچنان آپپتوز سلول 

بالا به  ين در غلظتهايكونيت شين مطلب است كه فعاليا

ن سلولها شده و يخود موجب القاء آپپتوز در ا يخود

آپپتوز غير وابسته به  بوجود آمده در اين غلظت هاآپپتوز 

و اثرات  LPSبواسطه  يجه التهاب سلوليجاد شده در نتيا

گزارش شده است  .)31(باشد يم NOك وابسته به يتوكس

كشت نسبت به  يابتدائ يا در روزهايكروگليم يكه سلولها

ن يل از بيحذف سرم حساس تر بوده و حذف سرم به دل

ن يدر ا تواند موجب القاء آپپتوز يرشد م يرفتن فاكتورها

م كشت و در هفته سو ييانتها يدر روزها يسلولها شود ول

 ن سلولها ندارديك ايدر مرگ آپپتوت ير چندانيثأكشت ت

)7(.  

ن را به يكونيتوان ش يج مشاهده شده ميبا توجه به نتا 

 در نظر گرفت و از ياهيبا منشاء گ مؤثرب يك تركيعنوان 

 يكه فعال شدن سلولها يكينورولوژ يهايماريآن در انواع ب
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جموع ب نورونها و در ميا در آن منجر به آسيكروگليم

ن ينكه ايشود استفاده كرد و با توجه به ا يم CNSب يآس

استفاده  يآثار جانب اًاست مسلم ياهيمنشاء گ يب دارايترك

 ييايميك و شينتتيس يار كمتر از هر نوع داروياز آن بس

 ياز برايزان اندك مورد نيگر بوده و با توجه به ميد

ات ين ماده چه در آپپتوز و چه در خصوصيا يرگذاريتأث

  .ار توسعه داديرا بس توان استفاده از آن يم يضد التهاب
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Abstract 

Shikonin (β-alkannin) a red naphtoquinone pigment extracted from the groun 

rhizome of Arnebia euchroma (Boraginaceae) which has been used in East Asia for 

treating burns, has anti-inflammatory and antitumor effects both in vitro and in vivo. 

In this study we evaluated the effects of shikonin on activated microglia in vitro and 

analysis the changes of NO (Nitric oxide) level and percentage of apoptosis in the 

presence or absence of LPS(Lipopolysaccharide). Microglia, residential monocyte-

lineaged cells in the central nervous system, can release a variety of factors 

including cytokines, chemokines, nitric oxide, etc. to regulate the communication 

among neuronal and other types of glial cells. when microglia are hyperactiveted 

due to a certain pathological imbalance, they may cause neuronal degeneration and 

inflammatory disease such as cerebral ischemia, Alzheimer' disease, prion disease, 

multiple sclerosis, parkinson' disease, AIDs dementia, trauma and others.  Elevated 

level of NO produced with this cells in the CNS also are associated with the 

pathogenesis of neuroinflammatory and neurodegenerative human disease. The 

crude plant extract of Arnebia euchroma showed significant dose-dependent 

inhibition of NO production and apoptosis of treatrd cells. The results showed that 

shikonin at concentrations >&=10µg/ml induce apoptosis and at concentrations 

beetwen 0.1-5µg/ml induce significant  reduction in NO level as measured by 

Acridine orange/Ethidium bromide staning and Griess reagent, respectively. Thus, 

shikonin may have clinical potential as anti-inflammatory therapeutics in 

neurodegenerative disease.     

Keywords: shikonin , Arnebia euchroma , microglia , NO , apoptosis , LPS ,  

Neurodegenerative 
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