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  120 – 107 ،)2( 16فیزیولوژي و فارماکولوژي 

 1391 تابستان

 

  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

  شیکونین بر کشت آستروسیتی مغز موش صحراییتأثیر ضد التهابی 

   1، علی مقیمی*1، مسعود فریدونی2، فرزانه صابونی1شیرین حسینی

  گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد. 1

  ، تهرانملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري پژوهشگاه. 2

  91 خرداد 27: پذیرش    90 بهمن 23: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

     را آزاد  )ILs( هـا و اینترلـوکین  )NO( اکسـاید نیتریـک  فعال عوامـل التهـابی همچـون    آستروسیت. دارند نقش نورودژنراتیو هايبیماري اي ازدر گستره هاآستروسیت: مقدمه

ین مطالعه اثرات ضد التهابی و یا سمی ا. ضد التهابی و ضد سرطانی دارد اثرات )Lithospermum erythrorhizon( سنگدانه گیاه ریشه رنگیزه نفتوکوئینونی شیکونین،. کندمی

       . کاودهاي کشت شده را میشیکونین بر آستروسیت

ها جـدا سـازي،   روز آستروسیت 10بعد از . کشت شد DMEMF12 + 10% FBSسازي مننژ، هموژنیزه و در محیط صحرایی بعد از جدا روزه موش 2مغز نوزاد  :روش ها

تیمـار و سـپس در معـرض     ساعت کیشیکونین براي  μM 100 ،50 ،30 ،20 ،10 ،5 ،5/2 ،1 ،5/0 ،1/0هاي با غلظت) به روش ایمنوسیتوشیمی% (95با خلوص بیش از  کشت و

LPS واکنش . قرار گرفتندMTT ها و سنجش میزان براي بررسی حیات سلولNO )ساعت انجام شد 48و  24پس از  )آزمون گریس ، براي ارزیابی روند التهاب.  

و القـاء   NOمنجر به کاهش تولیـد   1/0و  μM 5/0هاي شیکونین فاقد اثر ضد التهابی و مرگ سلولی بود، اما در غلظت μM 30 ،20 ،10 ،5 ،5/2 ،1هاي غلظت :یافته ها

   ).p<0.001(و مرگ سلولی شد  NOمنجر به کاهش تولید  50و  μM 100هاي ، در غلظت)p<0.001(اثرات ضد التهابی شد 

تحت اثر ضـد التهـابی     iNOSو ILsتوسط آستروسیت، ناشی از مهار رهایش و بیان عوامل التهابی و سیگنالینگ سلولی همچون  NOشاید کاهش تولید  :جه گیريینت

افزایش مرگ سلولی است که نتایج مؤیـد   لیدلبهشیکونین احتمالاً  50و  μM 100هاي در غلظت NOبوده باشد اما کاهش تولید  1/0و  μM 5/0شیکونین در محدوده غلظتی 

  .این نیز بود
  

  اکساید آستروسیت، التهاب، شیکونین، نورودژنراتیو، نیتریک :هاي کلیدي واژه

  ١مقدمه

ــروزه ــاري ام ــايبیم ــو ه ــی نورودژنراتی ــم از یک ــر مه      نیت

ــه ــايدغدغ ــر ه ــی بش ــند،م ــن باش ــاري ای ــابیم ــد ه              مانن

ــر، ــک اســکلروزیز ،MS پارکینســون، آلزایم ــانبی، آمیوتروفی    ج

 سیسـتم  پاتولوژیـک  هـاي نقـص  از...  و AIDSاز ناشی جنون

. هستند Central Nervous System (CNS) مرکزي عصبی

          تقریبـاً  در اصـلی  مشخصه عنوان به گلیا هايسلول شدن فعال

  

  

  Fereidoni@um.ac.ir                       :نویسندة مسئول مکاتبات *

 www.phypha.ir/ppj                :گاه مجلهبو

             ]. 18[ رودمـی  شـمار  بـه  مغـز  پـاتولوژیکی  هايفرم این تمامی

 ـ ا،ـگلی هايسلول نوع نیتر فراوان ،CNS در  هـاي روسیتـآست

       نـام  بـه  ايمجموعـه  عنوان هـب و دـاشنـبمی لـشک ايارهـست

ــتروگلیا ــناخته آس ــی ش ــوندم ــن]. 27[ ش ــلول ای ــاس      داراي ه

ــت ــايفیلامن ــطی  ه ــد واس ــروتئین از ح ــیدي پ ــته اس  ايرش

 هسـتند  Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)گلیال

 شناســایی مــارکر و شــده آنهــا ســاختمان تقویــت باعــث کــه

ــیت ــاآستروس ــه ه ــمار ب ــی ش ــدم ــیت. رون ــاآستروس ــد ه         مانن

 رویهـم  کـه  اندگرفته قرار CNSسرتاسر در ايپیوسته آجرهاي

 ،(Gap junction) دارمنفذ اتصالات طریق از و ندارند افتادگی

 آنهـا، ]. 32، 27[انـد  کـرده  ایجـاد  را الکتریکی سیتیوم سن یک
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        از و نماینـد مـی  متصـل  خـونی  هـاي مـویرگ  بـه  را هـا نـورون 

   و دارنـد  عصـبی  منشـأ  و بـوده  ماکروگلیاهـا  جـزء  تکاملی نظر

 سـال  چنـدین  تـا  کـه  هستند  CNSدر مهمی بسیار هايسلول

      اخیـراً  امـا  بودنـد  توجـه  بـی  آنهـا  بـه  نسبت دانشمندان گذشته

]. 29[ انــدگرفتــه قــرار زیــادي بســیار توجــه و  بررســی مــورد

 در و بـوده  مغـزي  ایمنـی  گر تنظیم هايسلول از هاآستروسیت

. دهندمی شکل تغییر و شده فعال پاتولوژیکی، شرایط با مواجهه

 در کـه  اسـت  صورت بدین هاآستروسیت مورفولوژیکی تغییرات

 صورت به GFAPاز غیرطبیعی هايانکلوزیون آنها سیتوپلاسم

 بـر  عـلاوه  آنهـا  شـدن  فعـال  همچنـین . شـود می دیده مجتمع

ــرات ــوژیکی تغییـ ــراه مورفولـ ــا همـ ــان بـ ــدن آزاد و بیـ            شـ

 کـسیتوتوکسی بالقوه و ایمنی با مرتبط هايمولکول و فاکتورها

 ،(PGs)هـا  پروسـتاگلاندین  ،(NO)اکسـاید   نیتریـک  همچون

 و حـاد  التهـاب  در و باشـد مـی  TNF-αو  (ILs)هـا اینترلوکین

 آستروسـیتهاي ]. 17، 10، 1[کنند می ایفا را اساسی نقش مزمن

 جراحـت  شامل مغزي هايبیماري از وسیعی طیف در شده فعال

 عفـونی،  هـاي بیمـاري  ایسـکمی،  غیرمستقیم، و مستقیم مغزي

  ].18[اند شده داده نشان عصبی مخرب و خود ایمنی

LPS، باکتري گرم  غشاء سطح از شده مشتق گلیکولیپیدي

باشـد  مـی  CNSدر التهـابی  هـاي واکنش ایجاد به قادر و منفی

ــا]. 15[ ــتفاده بـ ــاهدات از اسـ ــرون مشـ ــی بـ ــر تنـ              روي بـ

 هـا آستروسیت کردن فعال به قادر LPSآستروسیتی،  هايکشت

 القـاء  همچنین و آنها سلولی عملکرد بر وسیعی تغییرات ایجاد و

 و هـا کمـوکین  التهـاب،  برنـده  پـیش  هايسیتوکین انواع تولید

 سـنتز  القـاء  بـه  قادر LPSعلاوه به. باشدمی هاپروستاگلاندین

ــزیم  ــزیم( iNOSآن ــوص آن ــنتز مخص  و) CNSدر  NOس

 در توانـد مـی  NOسـطح  تغییـر ]. 25، 17[باشـد  می  NOتولید

 خـونی،  هـاي مسـمومیت  و هـا عفونـت  چـون  عـواملی  با رابطه

 ،2 نـوع  دیابـت  هیجـان،  خـون،  فشـار  افزایش مغزي، التهابات

        فــاکتور ایــن آزادســازي و تولیــد. باشــد ســرطان و هیپوکســی

 قادر را میزبان دهدمی تشکیل را بدن ذاتی ایمنی از قسمتی که

 بسیار تولید اما کند،می آورنده هجوم هايپاتوژن بردن بین از به

 توکسیک و آور زیان بسیار هانورون براي فاکتورها این تجمع و

  ]. 20، 2[باشد می

                در بــــار اولــــین شــــیکونین نفتوکوئینــــونی رنگیــــزه

 Lithospermum سـنگدانه  گیـاه  ریشـه  از چـین  درمـانی گیاه

erythrorhizon زبـان  گـاو  گـل  خانواده از Boraginaceae، 

 کـه  دادنـد  نشـان  تـاریخی  هـاي بررسی. )1شکل(شد  استخراج

Zicao )ــه از ــن ریش ــان ای ــت گیاه ــد بدس ــن در و آم ــه ژاپ        ب

    هـاي جـوش  درمـان  بـراي .) شـد  نامگـذاري  شـیکونین  عنوان

     هـا سـوختگی  و بـزرگ  هـاي دمـل  گلـودرد،  سـرخک،  اي،نقطه

 دارویی هايفعالیت همچنین]. 6[است  گرفته قرار استفاده مورد

 ضـد  گونادوتروپیـک،  ضـد  التهـابی،  ضـد  اثـرات  مانند متنوعی

ــت ضــد و ســرطانی ــه HIV-1 فعالی ــیکونین ب        داده نســبت ش

ــده ــت ش ــیکونین]. 22[ اس ــین ش ــام در همچن ــم التی ــا،زخ        ه

         هـــايواکـــنش از جلـــوگیري گرانولومـــا، تشـــکیل افــزایش 

ــاب ــعی، التهـ ــوگیري موضـ ــی،رگ از جلـ ــوگیري زایـ          از جلـ

        هــاپلاکـت  فعالیـت  از جلــوگیري توپـوایزومراز،  DNA فعالیـت 

 و کـرده  دور خـون  از را گرما و دارد نقش میکروبی ضد اثرات و

ــر ــم اث ــی س ــات. ]22، 6[دارد  زدای ــان مطالع ــد نش ــه دادن  ک

    ســازي آزاد بــه قــادر ،CNS در شــده فعــال هــايآستروســیت

         بــراي ،... و NO هــا،کموکــاین هــا،ســیتوکاین از انــواعی

. باشـند مـی  CNS ایمنی و آنها از حمایت و هانورون بین ارتباط

 تعـادل  خوردن هم به دلیل به هاآستروسیت فعالیت که هنگامی

 هـاي بیماري ایجاد موجب تواندمی یابد،می افزایش پاتولوژیکی

. شـود  NO تولیـد  سـطح  افزایش باعث و التهابی و نورودژنراتیو

 NO تولید در ايویژه مهار باعث شیکونین دادند نشان مطالعات

، 24، 21[گردد می میکروگلیاها و شده تیمار هايسلول آپوپتوز و

ــه . ]29 ــا توج ــاري  ب ــه در بیم ــته ک ــات گذش ــه مطالع ــاي ب ه

ــر، پارکینســون و   ــد آلزایم ــوي مانن ــال شــدن ... نورودژنراتی    فع

هـا بـه وفـور    هاي گلیا بالاخص میکروگلیاها و آستروسیتسلول

و شیکونین با القاء اثـرات ضـد التهـابی    ] 18[گردد مشاهده می

ــد   ــزان تولی ــاهش می ــا ک ــت  NOخــود توانســته اســت ب فعالی

هـاي  اها را به عنوان گامی مؤثر در درمان ایـن نقـص  میکروگلی

 فرضـیه  این پژوهش این ، در]7[کاهش دهد  CNSپاتولوژیک 

               در شـــیکونین آیـــا کـــه گیـــردمـــی قـــرار بررســـی مـــورد

        بـه  توانـد مـی  هـا آستروسـیت  بـر  اثـر  بـا  مختلـف  هـاي غلظت

 التهـابی  و نورودژنراتیـو  هـاي بیمـاري  درمـان  در دارویی عنوان

       تهیــه مبنــاي بــر مطالعــه روش منظــور بــدین. شــود اســتفاده

       بــراي تحریــک بــالا، خلــوص بــا آستروســیتی ســلولی کشــت

 هـاي غلظـت  درمـانی  پـیش  تـأثیر  و التهابی هايفعالیت ایجاد

    محـیط  در شـده  فعـال  هـاي آستروسـیت  بـر  شیکونین مختلف
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هـا در انکوبـاتور   فلاسـک . کشـت داده شـد   

درجـه   37، دمـاي  CO2% 5مخصوص کشت سلول کـه داراي  

سانتیگراد و رطوبت کافی بود قرار گرفتنـد و هـر دو روز یکبـار    

ها به صورت کامل تعویض گردید، بعـد  فلاسک

هاي عصبی آماده شـد  شت اولیه مخلوط سلول

ی ـروسیتـــآست تـازي کشـــص ســـجهــت خالــ

هـا بـه سـطح بسـتر،     درت چسبندگی سلولـزان ق

دقیقـه   10هاي حـاوي کشـت اولیـه مخلـوط سـلولی،      

ــا ســلول  ــا و بصــورت آرام تکــان داده شــدند ت هــاي میکروگلی

یه سلولی آستروسیتی چسـبیده  الیگودندروسیت روي سطح، از لا

ها بـه  سپس فلاسک. جدا و خارج شوند) کف فلاسک

Trypsin-EDTA بـا توجـه بـه    . انکوبه شدند

هـاي میکروگلیـا کـه چسـبیده بـه کـف       اینکه گروهی از سلول

فلاسک هستند در مواجهه با تریپسین مقاومت بیشتري از خـود  

شـکل  (لی آستروسیتی ابتدا جـدا شـده   دهند، لایه سلو

   و میکروگلیاها همچنان به کـف فلاسـک چسـبیده بـاقی     

اي حفـره  24ها جمع آوري شده و در پلیت مانند، آستروسیت

 μl500سلول وجود داشته باشـد در   105بصورتیکه در هر حفره 

DMEM  10حــاوي %FBS  ــدند و  کشــت ش

هـا  ساعت انکوبه شده تا سلول 24مدت  ها قبل از تیمار به

سپس به . ]C2 (]30شکل (کف هر حفره پلیت را پر کنند 

آمیـزي اختصاصـی   هـا رنـگ  منظور تعیین خلـوص آستروسـیت  

ــا بــــه وســــیله آنتــــی بــــادي                   ایمنوسیتوشــــیمیایی آنهــ

(Santa Cruz Biotechnology)   ــارکر ــوان م بعن

هاي آستروسیتی جدا براي این کار سلول .آستروسیتی انجام شد

B

  هااثر ضد التهابی شیکونین بر آستروسیت

    

ــزان ــک می ــاید نیتری ــزان و اکس            می

شیکونین  اثر بررسی هدف از این مطالعه،

 ،باشـد  یم ـ هـا آستروسـیت  التهـاب 

 از استفاده استراتژي به توجه با برسد

 اهمیـت  طـرح  ایـن  کمتـر،  هزینه

نژاد هاي صحراییروزه موش 2تا 

تکثیر شده در حیوانخانه پژوهشگاه ملی مهندسی 

            . دـردیــاده گــران استفــاوري ته

ساعته با دماي کنترل  12روشنایی 

و بدون محدودیت دسترسی به آب و غذا 

 اصول رعایتبا حیوانات رويآزمایشات

انجامآزمایشگاهی با حیواناتکار

Primary Mix Culture ( از مغز

ــاي روش  ــر مبنـ ــحرایی بـ ــوش صـ      روزه مـ

، بدین صورت که سر ]19[تهیه گردید 

حیوان به سرعت جدا شده و مغـز خـارج شـده و پـرده مننـژ از      

ها بوسیله پیپتـاژ کـردن بطـور    سطح کورتکس جدا شد و سلول

مکانیکی جدا گردیدند، سپس سوسپانسـیون سـلولی در محـیط    

Dulbecco’s modified Eagle’s 

FBS )Fetal Bovine Serum (در 

 T75هاي فلاسک

مخصوص کشت سلول کـه داراي  

سانتیگراد و رطوبت کافی بود قرار گرفتنـد و هـر دو روز یکبـار    

فلاسک  محیط کشت 

شت اولیه مخلوط سلولروز ک 10تا  7از 

جهــت خالــ). A2شــکل (

زان قـراساس میـب

هاي حـاوي کشـت اولیـه مخلـوط سـلولی،      فلاسک

ــا ســلول  بصــورت آرام تکــان داده شــدند ت

الیگودندروسیت روي سطح، از لا

کف فلاسک(به بستر 

EDTAدقیقه با  5مدت 

اینکه گروهی از سلول

فلاسک هستند در مواجهه با تریپسین مقاومت بیشتري از خـود  

دهند، لایه سلونشان می

B2 (     و میکروگلیاها همچنان به کـف فلاسـک چسـبیده بـاقی

مانند، آستروسیتمی

بصورتیکه در هر حفره 

DMEMمحــیط کشــت 

ها قبل از تیمار بهپلیت

کف هر حفره پلیت را پر کنند % 80

منظور تعیین خلـوص آستروسـیت  

ــا بــــه وســــیله آنتــــی بــــادي  ایمنوسیتوشــــیمیایی آنهــ

GFAP (Santa Cruz Biotechnology)

آستروسیتی انجام شد

Lithospermum erythrorhizon ،

 C (1(ریشه گیاه سنگدانه حاوي رنگیزه نفتوکوئینونی شـیکونین،  

ایــن دو . ســاختار شـیمیایی شـیکونین  

A

C
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ــت ــدازه و کش ــريان ــزان گی می

هدف از این مطالعه،. باشدمی سلولی حیات

التهـاب  کاهش شناسایی راستاي در

برسد اثبات به اثرات این چنانچه

هزینه و عوارض با گیاهی داروهاي

  .داشت خواهد بالایی

  هاروشومواد

تا  1نوزادان ازتحقیقایندر

Wistar  تکثیر شده در حیوانخانه پژوهشگاه ملی مهندسی

اوري تهـت فنــک و زیســژنتی

روشنایی / تاریکی شرایطدرحیوانات

و بدون محدودیت دسترسی به آب و غذا ) ºC 2±22(شده 

آزمایشاتکلیه. داري شدندنگه

کارالمللیبینشدهثبتواخلاقی

   .]38[شد 

Primary Mix Culture(کشت اولیه مخلوط سلولی  

ــوزاد  ــا  1نـ ــاي روش  2تـ ــر مبنـ ــحرایی بـ ــوش صـ روزه مـ

McCarthy & Vellis  تهیه گردید

حیوان به سرعت جدا شده و مغـز خـارج شـده و پـرده مننـژ از      

سطح کورتکس جدا شد و سلول

مکانیکی جدا گردیدند، سپس سوسپانسـیون سـلولی در محـیط    

ــت   DMEM )Dulbecco’s modified Eagle’sکشـ

medium ( 10حــاوي %FBS

  

  

  

  

  

  

  

  

Lithospermum erythrorhizonگیاه سـنگدانه  ) A( -1شکل

)B (  ،ریشه گیاه سنگدانه حاوي رنگیزه نفتوکوئینونی شـیکونین

ســاختار شـیمیایی شـیکونین   2سـاختار شـیمیایی آلکـانین و    

 ترکیب انانتیومر یکدیگر هستند
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 24اي مـذکور، بعـد از   حفـره  24و خالص سازي شده در پلیـت  

دقیقه فیکس شـدند و   10ساعت انکوبه شدن با متانل به مدت 

محلول نفـوذ پـذیر کننـده    دقیقه 5سپس به هر حفره به مدت 

2%Triton X100       اضافه گردیـد، پـس از دو بـار شستشـو بـا

 BSA% 5دقیقه، محلول بلوکه کننده  5مدت  به PBSمحلول 

)Bovine Serum Albumin ( دقیقه در  45اضافه شد و پلیت

سپس بعد از تخلیه محلول بلوکه کننده، . دماي اتاق قرار گرفت

اضافه شد و پلیـت بـه    200/1با رقت  GFAPآنتی بادي اولیه 

درجـه سـانتیگراد قـرار     4ساعت روي شیکر در دماي  24مدت 

هـا بـا   پس از تخلیه آنتی بادي اولیه و شستشوي سـلول  .گرفت

PBS   آنتی بادي ثانویـهPolyclonal Rabbit anti mouse 

IgG/FITC  2اضـافه گردیـد و پلیـت بـه مـدت       50/1با رقت 

در پایان . ساعت روي شیکر در دماي اتاق و تاریکی قرار گرفت

، PBSهـا بـا   تشوي سلولسپس از تخلیه آنتی بادي ثانویه و ش

هـا توسـط میکروسـکوپ فلورسـانس مشـاهده گردیدنـد       سلول

هـا، ابتـدا محـیط روي    قبـل از تیمـار سـلول   . ]D2 (]37شکل (

اي خـارج شـد و بـا    حفـره  24هاي کشت شـده در پلیـت   سلول

. جایگزین گردید FBS% 2حاوي  DMEM/F12محیط کشت 

 ــهرهـحف سـسپ  ــاي مختـه ـتـلظ ــا غـا ب   ن ـونی ــف شیکـل

)Calbiochem, Cat. No. 565850 ( 100تا  1/0در محدوده 

هاي مختلف شـیکونین  در تهیه غلظت. میکرومولار تیمار شدند

با استفاده از اتانل بعنوان حـلال نبایـد حجـم نهـایی اتانـل در      

یک سـاعت پـس از تیمـار    . بیشتر شود% 02/0محیط کشت از 

بـا غلظـت    LPSها بـا شـیکونین، آنهـا در معـرض     آستروسیت

μg/ml10 هـاي  هـا بـا غلظـت   بعد از تیمار سـلول . قرار گرفتند

سـاعت، میـزان    48و  24مختلف شیکونین در مـدت زمانهـاي   

گیري محصول نهـایی نیتریـت بـا    نیتریک اکساید بوسیله اندازه

گـریس  . گرددنش گریس تعیین میاستفاده از روشی بر پایه واک

گیـري سـطح   باشد که براي اندازهمی یک واکنش رنگ سنجی

NO2نیتریت 
این سنجش . شودهاي آبی استفاده میدر محلول -

 
  

هاي میکروگلیا، فلش توپر سفید نشان دهنـده آستروسـیت و   روز، در این شکل فلش توپر سیاه نشان دهنده سلول 10هاي عصبی بعد از کشت اولیه مخلوط سلول) A( -2شکل

کشت سلولی بعد از انکوبه شدن با تریپسین، فلش توپر سـفید نشـان دهنـده لایـه     ) 32X) .(Bمیکروسکوپ فازکنتراست (باشد فلش نقطه چین نشان دهنده الیگودندروسیت می

اي بعـد از  حفـره  24ا شده و کشت شده در پلیت هاي جدآستروسیت) C. (باشدهاي جدا شده و فلش توپر سیاه نشان دهنده میکروگلیاهاي چسبیده به کف فلاسک میآستروسیت

  ).32Xمیکروسکوپ فلورسانس ( GFAPبادي رنگ آمیزي اختصاصی کشت خالص آستروسیتی با آنتی) 32X) .(Dمیکروسکوپ فازکنتراست (ساعت انکوبه شدن  24

  

24 μm 24 μm

24 μm 24 μm

A B

C D
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 Griessبر پایه واکنش دیازوتیزاسیون بوده که اولین بار توسـط  

در ایـن واکـنش عامـل شـیمیایی     . ارائه گردیـد  1879در سال 

Sulfanilamide       معرف گـریس بـا نیتریـت محلـول در مـایع

را تولید کرده که توسـط جـذب در    Azoواکنش داده و ترکیب 

 μl100به این منظور . ]12[گردد آشکار می nm540طول موج 

سانتریفوژ  rpm 1000ها برداشته در از محیط کشت روي سلول

معـرف گـریس    μl100اي ریختـه و بـا   حفره 96شده، در پلیت 

دقیقه در محیط تاریک و دمـاي اتـاق نگهـداري     20مخلوط و 

بـا اسـتفاده از    nm540شده، سپس مقدار جذب در طـول مـوج   

 Microplate reader Labsystems(دسـتگاه الایـزا ریـدر    

Multiscan (بـراي بدسـت آوردن میـزان    . گیري گردیـد اندازه

NO هاي تیمار شده از منحنی استاندارد تولید شده توسط سلول

 blankیم استفاده شده و محیط کشت نیز به عنوان نیتریت سد

ــد   ــتفاده گردی ــنجش  ).3شــکل (اس    -MTT (3-(4,5در س

Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium

(bromide    باشـد و میـزان   که یک واکنش رنـگ سـنجی مـی

دي فنیـل   5و2-)ایـل  2 -تیـازول  دي متیـل  -5و4(-3احیاي 

بوســیله سوکســینات دهیــدروژناز ) MTT(تترازولیــوم برومایــد 

گیـرد، نمـک زرد رنـگ تترازولیـوم     میتوکندریایی را انـدازه مـی  

MTT هـا بـه   شـود و در میتوکنـدري  نده مـی هاي زوارد سلول

گردد هاي فورمازان غیر محلول بنفش رنگ تبدیل میکریستال

در این . ]8[ باشند یمها در حلال آلی قابل حل که این کریستال

هــا بــا ســاعت از تیمــار ســلول 48روش بعــد از ســپري شــدن 

بــا غلظــت  MTTاز محلــول  μl10شــیکونین، بــه هــر حفــره 

mg/ml 5 سـاعت در   4ها به مـدت  و سپس سلول اضافه شده

سـپس  . انکوبه گردیدنـد  CO2% 5درجه سانتیگراد و   37دماي 

 lµ200هــا حــذف شــده و بــه هــر حفــره محــیط روي ســلول

DMSO (Dimythylsulfoxid) (Merck)   ــده و ــافه ش اض

توسط دستگاه الایـزا ریـدر   nm580میزان جذب در طول موج 

آیـا   سؤال کـه پس از آن براي پاسخ به این . گیري گردیداندازه

تواند به عنوان خود می LPSشیکونین به تنهایی و بدون حضور 

یک فاکتور فعال کننـده و مـرگ سـلولی عمـل کنـد یـا خیـر،        

هـا فقـط بـا    آزمایش دیگري انجام شد و در این آزمایش سلول

 بـدون حضـور  ) 1/0تا  μM 100(هاي مختلف شیکونین غلظت

LPS   تیمار شدند و میزان نیتریک اکساید حاصله توسط آزمـون

. گیري شـد اندازه MTTها توسط سنجش گریس و بقاي سلول

ــانگین داده ــورت  میـ ــه صـ ــات بـ ــل از آزمایشـ ــاي حاصـ             هـ

Mean ± SEM  هـاي  داري اثـر غلظـت  معنـی . انـد ارائه شـده

از  یک طرفه و با اسـتفاده  ANOVAمختلف تیمارها با آزمون 

ــاري   ــزار آم ــرم اف ــال آن  Graphpad Prism 5ن ــه دنب      و ب

و بـا   Post test Ttukeyها نیز بـا  داري تفاوت بین میانگینمعنی

  .برآورد شدند p<0.05داري حداقل سطح معنی

  یافته ها

 ایمونوسیتوشـیمی  اختصاصـی  آمیـزي رنـگ  از حاصل نتایج

مـوش صـحرایی    مغـز نـوزاد   هاي جداسازي شده ازآستروسیت

شـده   جداسـازي  هـاي آستروسـیت % 95نشانگر خلوص بیش از 

هاي بـدون  سلول(، در گروه کنترل 4با توجه به شکل . باشدمی

 NOساعت میـزان   48و  24بعد از سپري شدن ) دریافت تیمار

در حضور  NOدر حداقل مقدار خود قرار دارد و بیشترین میزان 

LPS   با غلظـتμg/ml10    مشـاهده شـد)p<0.001 .(  بعـد از

و سـپس   ساعت کیها با شیکونین به مدت پیش درمانی سلول

هاي پائین شیکونین ساعت، در غلظت 24، در LPSتیمار آنها با 

)μM1/0  وμM5/0 ( میزانNO      نسبت بـه گـروه تیمـار شـده

و پـس از آن در  ) p<0.001(اسـت   کاهش یافتـه  LPSفقط با 

-کاهش معنی) μM30تا  μM1(هاي شیکونین محدوده غلظت

 LPSنسبت به گروه تیمار شـده فقـط بـا     NOداري در میزان 

و  μM50(هاي بالاي شـیکونین  سپس در غلظت. وجود نداشت

         

هـاي تعیـین   منحنی استاندارد نیتریت سدیم، میزان جـذب را در غلظـت   -3شکل

با توجه بـه نمـودار و   . دهدمیکرومولار نیتریت سدیم نشان می 100و  50، 25شده 

– y = 0.008x(معادله خط مماس بـر نمـودار    میـزان نیتریـک اکسـاید    ) 0.015

بدست آمده از هـر نمونـه را بـه     ODمیزان . گرددبرحسب میکرومولار محاسبه می

میـزان نیتریـک اکسـاید بـر حسـب       xدر معادله خط گذاشته و با محاسـبه   yجاي 

  .شودمیکرومولار برآورد می
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μM100 ( داري در میـزان  کاهش معنـیNO   مشـاهده گردیـد 

 
 ـمیکرومـولار   100تـا   1/0هاي مختلف شیکونین در محدوده هاي سلولی پیش درمانی شده با غلظتمقایسه میزان نیتریک اکساید حاصل از گروه -4شکل قبـل از   سـاعت  کی

دهد میانگین میزان نیتریک اکساید تولید شده توسـط  این شکل نشان می. ساعت توسط آزمون گریس 48و  24در مدت زمانهاي  LPSو گروه سلولی تیمار شده با  LPSتیمار با 

داري کـاهش معنـی  LPSدر مقایسه با گروه سلولهاي تیمار شده بـا  LPSقبل از تیمار با  ساعت کی 100و  μM 5/0 ،1/0 ،50هاي هاي سلولی پیش درمانی شده با غلظتگروه

ساعت همـان گـروه غلظـت افـزایش      24ساعت نسبت به  48پس از گذشت  NOها، تولید در تمام گروه). LPSنسبت به گروه سلولی تیمار شده با  p<0.001***(یافته است 

) μM 100و  μM 50(و غلظت زیاد ) μM 5/0و  μM 1/0(شکل فوق بخوبی دو محدوده غلظت کم ). هساعت قبل همان گرو 24نسبت به آزمون  p<0.001 ###(است یافته

است را نشـان   NOکه بدون اثر معنی داري در تولید آستروسیتی ) μM 30تا  μM 1(هستند، به همراه محدوده غلظت حد واسط  NOرا که واجد اثر کاهنده بر تولید آستروسیتی 

  .بوده است n=9باشد که در تمام آزمایشات حداقل تکرار در کشت سلولی هر گروه می nاست و ارائه شده Mean±SEM نتایج به صورت. دهدمی

 
میکرومـولار و گـروه سـلولی کنتـرل      100تـا   1/0هـاي مختلـف شـیکونین در محـدوده     هاي سلولی تیمار شده با غلظـت مقایسه میزان نیتریک اکساید حاصل از گروه -5شکل

وجود ندارد و شیکونین بـه خـودي    ها داري بین این گروهدهند که تفاوت معنینتایج نشان می. ساعت توسط آزمون گریس 48و  24در مدت زمان ) سلولهاي بدون دریافت تیمار(

ساعت همان گروه غلظت افـزایش   24ساعت نسبت به  48پس از  NOها، تولید در تمام گروه. باشدنمی NOخود یک عامل تشدید کننده یا مهار کننده فعالیت سلول براي تولید 

باشـد کـه در تمـام    حداقل تکرار در کشت سلولی هر گروه می nارائه شد و  Mean±SEMنتایج به صورت ). ساعت همان گروه 24نسبت به آزمون  p<0.001***(است یافته

  .استبوده n=  9آزمایشات 
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μM100 ( داري در میـزان  کاهش معنـیNO   مشـاهده گردیـد 

 
هـاي  هاي سلولی پیش درمانی شده بـا غلظـت  و گروه) LPSهاي بدون دریافت شیکونین و سلول(ساعت در گروه کنترل  48ها پس از مقایسه میزان بقاي آستروسیت -6شکل

هـاي سـلولی پـیش    داري بین گـروه کنتـرل و گـروه   ها، اختلاف معنیدهد که در مقایسه درصد حیات سلولاین شکل نشان می. LPSمختلف شیکونین یکساعت قبل از تیمار با 

هاي سلولی پیش درمانی شده با شیکونین یکساعت قبل از تیمـار بـا   وجود دارد، بدین صورت که گروه LPSهاي مختلف شیکونین یکساعت قبل از تیمار با درمانی شده با غلظت

LPS هاي در غلظتμM 50  اي نشان دادند ا بقاي سلولی کاهش یافتههنسبت به سایر گروه 100و)***p<0.001 نتایج بـه صـورت   ). نسبت به گروه کنترلMean±SEM 

  .استبوده n=  9باشد که در تمام آزمایشات حداقل تکرار در کشت سلولی هر گروه می nارائه شده است و 

 
هـاي تیمـار   هـاي سـلول  و گروه LPSو گروه سلولی تیمار شده با ) هاي بدون دریافت تیمارسلول( ساعت در گروه کنترل 48ها پس از مقایسه میزان بقاي آستروسیت -7 شکل

داري بـین گـروه کنتـرل و    ها، اخـتلاف معنـی  دهد که در مقایسه میزان حیات سلولاین شکل نشان می. میکرومولار 100تا  1/0هاي مختلف شیکونین در محدوده شده با غلظت

هاي مختلف شیکونین اثر کشندگی و غلظت μg/ml 10با غلظت  LPS. هاي مختلف شیکونین وجود نداردهاي تیمار شده با غلظتو گروه سلول LPSبا  گروه سلولی تیمار شده

بـوده   n=  9آزمایشـات  حداقل تکرار در کشت سلولی هر گروه می باشـد کـه در تمـام     nارائه شده است و  Mean±SEMنتایج به صورت . ها ندارندقابل توجهی بر آستروسیت
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μM100 ( داري در میـزان  کاهش معنـیNO    مشـاهده گردیـد

)p<0.001 .( ساعت نیز رونـد تولیـد    48بعد ازNO    بـه همـان

صورت قبل بوده ولی میزان تولید آن با توجه به گذر زمان براي 

 ساعت قبـل همـان غلظـت تشـدید شـده      24هر غلظت نسبت 

، در 5همچنین با توجه بـه شـکل    ).4شکل ) (p<0.001(است 

هاي تیمار شده تولیدي سلول NOساعت میزان  24زمان مدت 

در حد گروه کنترل مشاهده شـد   LPSبا شیکونین و بدون فقط 

داري تغییـر معنـی   NOهاي شیکونین میزان و در تمامی غلظت

دهد که شیکونین به تنهـایی یـک   این شکل نشان می. نداشت

سـاعت   48این روند بعد از . باشدفاکتور فعال کننده سلولی نمی

با توجه بـه گـذر    NOهم ادامه داشته است و فقط میزان تولید 

 قبل همان غلظت تشدید شده 24غلظتی نسبت به زمان در هر 

 MTTنتـایج حاصـل از سـنجش    ). 5شکل ) (p<0.001(است 

ها در گروه کنتـرل  ساعت از تیمار سلول 48بعد از سپري شدن 

هاي پیش درمانی و گروه سلول) هاي بدون دریافت تیمارسلول(

و سپس  ساعت کیشده با غلظتهاي مختلف شیکونین به مدت 

هاي تیمار شـده فقـط   ، گروه سلول)6شکل ( LPSتیمار شده با 

هاي مختلـف  و گروه سلولهاي تیمار شده فقط با غلظت LPSبا 

هاي پیش درمـانی شـده   ، در گروه)7شکل (شیکونین نشان داد 

و سـپس   سـاعت  کی ـهاي مختلف شیکونین به مدت با غلظت

هـاي بـالاي   لظتها در غ، میزان بقاي سلولLPSتیمار شده با 

ــرل  ) μM100و  μM50(شــیکونین  ــروه کنت ــا گ در مقایســه ب

 سـایر  در و) 6 شـکل ( )p<0.001( اسـت  یافته داري معنی کاهش

   ).7شکل ( نداد رخ هاسلول حیات میزان در داريمعنی تغییر هاگروه

  بحث

هـاي حفـاظتی و   عـلاوه بـر نقـش    CNSها در آستروسیت

. همئوســتازي آن نیــز نقــش دارنــدتغذیــه، در ایمنــی و حفــظ 

مغزي هستند  -ها تنظیم کننده جریان خونیهمچنین این سلول

ها با آزاد کـردن فاکتورهـاي نوروتروفیـک    از طرفی آستروسیت

ــورون ــرد ن ــی روي عملک ــأثیر م ــا ت ــم ه ــد و در متابولیس گذارن

 pHها کنند همچنین این سلولنوروترانسمیترها هم شرکت می

، 27[کنند را نیز تنظیم می  +Kخارج سلولی و میزان سطح یون 

هـاي  آستروسـیت (ها خود ملتهب شوند زمانیکه آستروسیت. ]29

هـاي نورودژنراتیـو و یـا    به عنـوان مثـال در بیمـاري   ) واکنشی

، عملکرد فیزیولوژیکی آنهـا تغییـر کـرده و انـواع     HIVعفونت 

ــاینســیتوکاین ــا و کموک ــده ه ــیش برن ــد هــاي پ ــاب مانن الته

ــوکین ــاي اینترلـ ــانجی TNF-α،  10و  6، 1هـ ــاي و میـ هـ

را تولید ) ROS(هاي اکسیژن فعال و گونه) NO(نوروتوکسیک 

یک گاز قابل انتشار است کـه در بسـیاري از    NO]. 2[کنند می

در  NOشـود،  هاي فیزیولوژیک و پاتولوژیک دیده مـی وضعیت

 Vasodilationو  Neurotransmisionهــاي کــم در غلظـت 

هـاي زیـاد، پاتولوژیـک و    نقش دارد و مفید است اما در غلظـت 

، TNF-αقادر است تولید  NOباشد، همچنین نوروتوکسیک می

IL-6  وIL-1β  را که در مراحل اولیه التهابCNS  تولید مـی-

حال با توجه بـه نتـایج ایـن تحقیـق     ]. 20[شوند، را تعدیل کند 

اثرات کـاهش دهنـده میـزان    و ) 6شکل (مبنی بر بقاي سلولی 

NO ) (هاي کـم  در حضور شیکونین با غلظت) 4شکلμM1/0 

ذکـر   3تـا   1هـاي  توان فرض کرد که مکانیسممی) μM5/0و 

شده در زیر احتمالاً مسئول بروز اثرات ضد التهابی شـیکونین و  

بقاي سلولی باشد اما به هر روي براي اثبات آن باید تـک تـک   

در حضور آستروسیت و شیکونین بررسی هاي ذکر شده مکانیسم

                       مهـــــار مســـــتقیم فعالیـــــت آنـــــزیم   ) 1. گردنـــــد

iNOS (inducible nitric oxide synthase)  :  مطالعـات

دهد که ترکیبات نفتوکوئینونی ضد التهابی گیاهی اخیر نشان می

هـاي پـایین،   مانند شیکونین و آلکانین و مشتقات آنها در غلظت

اثـر   iNOSو  NOهاي سلولی شامل تولید توانند روي پاسخمی

بگذارند اما مکانیسم دقیق چگونگی این اثر هنوز ناشناخته است 

مشـخص   cell-freeهـاي  امروزه با اسـتفاده از سـنجش  ]. 24[

قـادر  ) μM 1(هاي اندك خود است که شیکونین در غلظتشده

 eNOSماننـد   NOSهـاي  اسـت سـطح بیـان تمـام ایزوفـرم     

(endothelial NOS) ،nNOS (neuronal NOS)  وiNOS  

    ها نشـان داد کـه اگـر در واکـنش،    این سنجش. را کاهش دهد

L-Argenin + 3/2 NADPH + H+ + 2O2→                

L-Citrolin + NO + 3/2 NADPH

بـه واکـنش اضـافه شـود      NADPHشیکونین بعد از آرژنین و 

را کاهش دهد، ایـن مسـئله    NOلید دیگر قادر نیست میزان تو

    هـاي  کنـد کـه شـیکونین بـه جایگـاه     این حقیقت را آشکار می

کـه قبـل از    يبـه نحـو  کنـد  حمله می NOSاي در آنزیم ویژه

   را متوقـف   NOبـه آنـزیم، تولیـد     NADPHاتصال آرژنـین و  

علاوه بر این معلوم شده که شیکونین بـا کـاهش   ]. 36[کند می

www.sid.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

حسینی و همکاران  هااثر ضد التهابی شیکونین بر آستروسیت

116116

    

هاي میکروگلیاي موش صحرایی و در سلول iNOSسطح بیان 

توانـد میـزان تولیـد    نیز مـی  Raw 246.7ماکروفاژهاي موشی 

NO  لذا مکانیسم فوق ممکـن اسـت   ]. 36، 21[را کاهش دهد

ها نیـز بـروز نمـوده باشـد و بـه      توسط شیکونین در آستروسیت

هــا در حضــور توســط آستروســیت NOعنــوان دلیــل کــاهش 

ــا غلظــت مهــار ) 2. کــم قابــل طــرح باشــدهــاي شــیکونین ب

ــیگنالینگ  -NF-κB )Nuclear Factor kappa-lightسـ

chain-enhancer of activated B cells :(NF-κB 

پروتئینی است که نقش کلیدي را در تنظیم سیسـتم ایمنـی در   

هاي در حال استراحت در سلول]. 3[کند پاسخ به التهاب ایفا می

و ماکروفاژهـا، زیـر واحـدهاي     هامانند میکروگلیاها، آستروسیت

هاي مهاري مانند در سیتوزول بوسیله پروتئین NF-kBپروتئین 

)Inhibitory κB Protein (IKBα ،IKBβ ،IKBε  وIKBγ 

را  IKBهاي مهاري تواند پروتئینمی LPS. شودنگه داشته می

 IKKsبوسیله فعال شـدن آنـزیم    36و  32هاي در محل سرین

هاي مهاري شـده و  فروپاشی این پروتئین فسفریله کند و باعث

شـود و در  فعال شده و به هسته منتقل مـی  NF-κBبدنبال آن 

هـاي تولیـد کننـده    هاي تنظیمی در پروموتور ژنآنجا به جایگاه

هاي پیش برنده التهاب متصل شده و رونویسـی از آنهـا   میانجی

هـاي  اما مطالعات نشان داد شیکونین در غلظت. کندرا فعال می

قادر اسـت در ماکروفاژهـا و میکروگلیاهـا بـا     ) μM 1(کم خود 

، از فسفریله شدن و فروپاشی پروتئین مهـاري  IKKمهار آنزیم 

IκBα    جلوگیري کرده و مانع از ادامه یافتن مسـیر سـیگنالینگ

گردد و در نتیجه منجر به عـدم فعـال شـدن     NF-κBپروتئین 

همچنـین نظـر بـر    ]. 36، 28، 21، 9[اي شود این فاکتور هسته

این است که در ماکروفاژها، شیکونین و مشتقات آن باعث مهار 

هاي عوامل پیش برنـده التهـاب   ژن DNAبه  NF-κBاتصال 

هـا را متوقـف   شوند و در نتیجه رونویسی ایـن ژن در هسته می

بنـابراین مکانیسـم فـوق ممکـن اسـت توسـط       ]. 36[کنـد  می

نموده باشد و به عنوان دلیل ها نیز بروز شیکونین در آستروسیت

-ها در حضور شیکونین با غلظتتوسط آستروسیت NOکاهش 

ــد   ــرح باش ــل ط ــم قاب ــاي ک ــت  ) 3. ه ــار فعالی  MAPKsمه

)Mitogen-activated protein kinase ( وPKC )Protein 

kinase C ( وPKA )Protein Kinase A :( بســـیاري از

 TLR4 پـس از اتصـال بـه    LPSدهـد کـه   مطالعات نشان می

)Toll-Like receptor4( ،MAPKs  را  ماننــدERK ،P38 ،

JNK  و تعداد زیادي ازPKC کند، که شـیکونین  ها را فعال می

هــاي میکروگلیــا و هــاي کــم در ســلولقــادر اســت در غلظــت

در مطالعـات روي  ]. 21، 7[ماکروفاژ، عملکرد آنها را مهار کنـد  

 30افتنـد کـه   ، دریLPSهاي میکروگلیاي فعال شـده بـا   سلول

فسفریله ) μM 1(هاي کم دقیقه پس از اثر شیکونین در غلظت

مهـار و   JNKو  P38و بدنبال آن فسفریلاسـیون   ERKشدن 

در این تحقیق نشان دادنـد کـه پـس از مهـار     . گرددمتوقف می

هـاي  هـا توسـط شـیکونین، رونویسـی از ژن     MAPKفعالیت 

iNOS  وCOX-2     محدود شـده و میـزان تولیـدNO   کـاهش

هاي ملتهـب پوسـت مـوش    با مطالعه روي سلول]. 21[یابد می

فعـال   P38و  ERKهـا،  صحرایی دریافتند کـه در ایـن سـلول   

از . یابـد بسـیار افـزایش مـی    ERK1/2هستند و فسفریلاسیون 

از طریـق افـزایش فسفریلاسـیون فـاکتور      ERK1/2آنجائیکه 

IκB فعالیت ،NF-κB  را تنظیم کرده و فرآیند اتصـال NF-κB 

و میـزان   iNOSافزاید و از این طریق بیان ژن را می DNAبه 

-یابد اما شیکونین قادر اسـت در غلظـت  افزایش می NOتولید 

 IκB، فسفریلاسیون فاکتور ERKهاي کم خود با مهار فعالیت 

اجازه فعالیت ندهد  NF-κBرا متوقف کند و به فاکتور رونویسی 

-توسط شـیکونین در غلظـت   iNOSبعد از مهار مستقیم ]. 31[

هــاي کــم در میکروگلیاهــا و ماکروفاژهــا، دومــین هــدف اثــر  

ها نشان دادند شیکونین قـادر  باشد که یافتهمی PKAشیکونین 

را مهار کند پس منجر بـه کـاهش    PKAها است در این سلول

بـا  ]. 21، 7[گـردد  می NOو کاهش میزان  iNOSمیزان بیان 

ها ممکـن اسـت توسـط    کانیسمتوجه به توضیحات فوق، این م

ها نیز بروز نمـوده باشـند و بـه عنـوان     شیکونین در آستروسیت

ها در حضـور شـیکونین بـا    توسط آستروسیت NOدلیل کاهش 

هـاي تحقیـق   نظـر بـه یافتـه   . هاي کم قابل طرح باشندغلظت

و ) 6شـکل  (هـا  حاضر مبنی بر کاهش بقاي سلولی آستروسیت

هـاي زیـاد شـیکونین    غلظـت در حضور  NOنیز کاهش میزان 

)μM 100  احتمالاً کاهش تولید ) 4شکل ) (50وNO  را مـی-

هـاي آستروسـیتی در حضـور    توان بـه کـاهش جمعیـت سـلول    

هاي زیاد شیکونین نسبت داد نه اثر ضد التهابی، بنابراین غلظت

احتمالاً این فرضیه قابـل طـرح خواهـد بـود کـه شـیکونین در       

شود و ها میآپوپتوزیز در آستروسیتهاي زیاد باعث القاء غلظت

    کـاهش   NOهـا کـم شـده و میـزان     در نتیجه جمعیـت سـلول  

هاي براي اثبات این فرضیه نیز باید هرکدام از مکانیسم. یابدمی
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محتمل در بروز آپوپتوزیز در حضور شیکونین با غلظـت زیـاد و   

-به هر حال مکانیسم. هاي آستروسیت فعال بررسی گرددسلول

مطرح شده در ذیل چگونگی القـاء آپوپتـوزیز را در    4تا  1 هاي

گذارنـد کـه   هاي مختلف توسط شیکونین به نمـایش مـی  سلول

یک یا چند مورد آن در بررسـی مکانیسـمی القـاء آپوپتـوزیز در     

هاي زیاد شیکونین ممکن است قابل ها توسط غلظتآستروسیت

 Baxو  Bcl-2هـاي  تغییـر در سـطح پـروتئین   ) 1. طرح باشـند 

-دهند کـه پـروتئین  مطالعات نشان می: درگیر در فرآیند آپوپتوز

و  Badشامل عوامل ضد آپوپتوتیکی مانند  Bcl-2هاي خانواده 

Bak     نقش اساسی بوسیله غشاي میتوکنـدري در آپوپتـوز ایفـا

  Baxو یا افـزایش عامـل آپوپتوتیـک     Bcl-2کنند، کاهش می

شود، منجر به  Bcl-2/Baxبطوریکه باعث تغییر کاهشی نسبت 

ها فعال شده  Caspaseآسیب غشاي میتوکندري شده و مسیر 

گزارشات حاکی از آن اسـت کـه   ]. 11[گردد و سلول آپوپتوز می

هـاي سـرطانی   هـاي زیـاد خـود در سـلول    شیکونین در غلظت

Osteosarcoma   قادر است بیـان ژنBcl-2    را کـاهش دهـد

کند و در نتیجـه  د نمیایجا Baxولی تغییر واضحی در بیان ژن 

ــدنبال آن  Bcl-2/Baxنســبت   Caspase3را کــاهش داده و ب

هـاي  در سلول]. 4[کند ها را دچار آپوپتوز میفعال شده و سلول

هاي زیاد باعـث  سرطانی کولورکتال تیمار با شیکونین در غلظت

اثـر   Baxشـود امـا روي بیـان ژن    می Bcl-2کاهش بیان ژن 

مشخصی ندارد و همین مسئله منجر به کاهش نسبت پروتئینی 

Bcl-2/Bax شود ها میشده و در نتیجه منجر به آپوپتوز سلول

هاي سرطانی تیمار شده مطالعات نشان دادند که در سلول]. 14[

 Bcl2/Baxهـاي زیـاد شـیکونین نسـبت پروتئینـی      با غلظـت 

ز از خلال میتوکندري کاهش یافته و شیکونین باعث القاء آپوپتو

لـذا  ]. 34[شـود  مـی  9و  3در مسیر وابسـته بـه آبشـار کاسـپاز     

ها نیز مکانیسم فوق ممکن است توسط شیکونین در آستروسیت

، بدلیل القاء آپوپتوزیز NOبروز نموده باشد و دلیل کاهش تولید 

توقف ) 2. هاي زیاد قابل طرح باشددر حضور شیکونین با غلظت

مطالعـات گونـاگون روي اثـرات    ): Cell Cycle(چرخه سلولی 

آپوپتوتیک و سیتوتوکسیک شیکونین نشان دادند کـه ایـن دارو   

هـاي  هاي زیاد چرخـه سـلولی را در بخـش   قادر است در غلظت

هـا  مختلف با توجه به نوع سلول متوقف کند و از تکثیـر سـلول  

بســیاري از . جلــوگیري کــرده و منجــر بــه مــرگ ســلول شــود

رخه سـلولی نقـش مهمـی در مسـیر سـیگنالینگ      فرآیندهاي چ

آپوپتوزیز دارند و در نهایت اختلال در آنهـا موجـب رهـا شـدن     

]. 26[گـردد  از میتوکنـدري و آپوپتـوز سـلول مـی     cسیتوکروم 

اي چرخه سلولی در موجودات پرسلولی پیشرفته مرتبط با خانواده

و ) CDK(از پروتئین کینازها مانند کینازهاي وابسته به سیکلین 

باشـد کـه در تنظـیم نقـاط ایسـت و      مـی ) Cyclin(ها سیکلین

چرخـه سـلولی در   ]. 35[بازرسی چرخه سـلولی درگیـر هسـتند    

هـاي زیـاد   تیمـار شـده بـا غلظـت     HeLaهاي سرطانی سلول

و  Cyclin-E ،CDK4هـاي  شیکونین، بدلیل کاهش بیـان ژن 

CDK6 در انتقال از ،G1  بهS   متوقف شده و سـنتزDNA  در

همچنـین  ]. 33[شوند ها انجام نشده و متحمل آپوپتوز میلولس

هـاي زیـاد   مطالعات مختلف نشان دادنـد کـه تیمـار بـا غلظـت     

مغـز   143Bهـاي سـرطانی   شیکونین چرخه سلولی را در سلول

هـاي سـرطانی ملانومـاي    ، در سـلول G1استخوان در مرحلـه  

هــاي ســرطانی و ســلول Mبــه  G2بــدخیم در انتقــال مرحلــه 

HepG2  ــه ــف مــی Sرا در مرحل ــد متوق ــابراین ]. 34، 4[کن بن

ها نیز مکانیسم فوق ممکن است توسط شیکونین در آستروسیت

، بدلیل القاء آپوپتوزیز NOبروز نموده باشد و دلیل کاهش تولید 

) 3. هـاي زیـاد قابـل طـرح باشـد     در حضور شیکونین با غلظت

 ROS )Reactive oxygen Species :(ROSافزایش میـزان  

گـردد و  ها از طریق متابولیسم سلولی ایجـاد مـی  غالباً در سلول

]. 23[هـا و لیپیـدها آسـیب برسـاند     ، پروتئینDNAتواند به می

ها را وادار به تولید هاي زیاد قادر است سلولشیکونین در غلظت

کند و در نتیجه آنها را متحمل آسیب و در  ROSمقادیر زیادي 

ــوز مــی ــت آپوپت ــنهای ــدخیمدر ســلول. دکن         هــاي هپاتومــاي ب

SK-Hep-1هـا را  هاي زیـاد شـیکونین سـلول   ، تیمار با غلظت

کنـد و از اتـلاف آن   مـی  ROSوانـی  اوادار به تولیـد مقـادیر فر  

توسط غشاي میتوکندري جلـوگیري کـرده و در نهایـت سـلول     

-هـا را بـا آنتـی   گـردد بطوریکـه وقتـی سـلول    دچار آپوپتوز می

اسـتیل سیسـتئین پـیش     -Nیی مانند گلوتاتیون یـا  اکسیدانتها

توانـد سـلول را متحمـل    کنند شیکونین دیگـر نمـی  درمانی می

، تیمـار  MCF-7هاي سرطانی سـینه  در سلول]. 5[آپوپتوز کند 

توسـط   ROSهاي زیاد شیکونین سبب تولیـد  ها با غلظتسلول

 ERKآنها شـده و بـدنبال آن فعالیـت فسفریلاسـیونی آنـزیم      

لـذا  ]. 13[گـردد  یش یافته و در نتیجـه سـلول آپوپتـوز مـی    افزا

ها نیز مکانیسم فوق ممکن است توسط شیکونین در آستروسیت

، بدلیل القاء آپوپتوزیز NOبروز نموده باشد و دلیل کاهش تولید 
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مهـار  ) 4. هاي زیاد قابل طرح باشددر حضور شیکونین با غلظت

ــوایزومراز  ــزیم توپ ــزیم : IIآن ــوایزومراز  DNAآن ــدف  IIتوپ ه

، ایـن آنـزیم باعـث از    باشد یمبسیاري از داروهاي ضد توموري 

-شده و پاسخ سلولی به آسـیب  DNAهم گسیختگی دو رشته 

امـا داروهـاي ضـد    . باشددر جهت بازسازي آن می DNAهاي 

-توموري آن را مهار کرده و در نتیجه عدم بالانس بین فعالیـت 

هـا و حیـات   روي فعالیـت  و بازسـازي آن  DNAهاي تخریـب  

شـیکونین نیـز یکـی از    ]. 16[هاي زنده اثـر سـوء دارنـد    سلول

است و سبب آسیب  IIداروهاي مهار کننده فعالیت توپوایزومراز 

هاي زیـاد  شیکونین با غلظت. شودو مرگ سلولی می DNAبه 

هـاي  ، سـلول A375-S2هـاي سـرطانی   قادر اسـت در سـلول  

سـرطانی مغـز اسـتخوان و     هـاي سرطانی کیسه صـفرا، سـلول  

را مهار  IIتوپوایزومراز  DNAآنزیم  HeLaهاي سرطانی سلول

و قطعه قطعه شدن آن منجـر   DNAهاي کرده و بدنبال آسیب

بنابراین مکانیسم فـوق ممکـن   ]. 4[شود ها میبه آپوپتوز سلول

ها نیز بـروز نمـوده باشـد و    است توسط شیکونین در آستروسیت

ــوزیز در حضــور NOدلیــل کــاهش تولیــد  ــاء آپوپت ــدلیل الق ، ب

با تأثیر شـیکونین  . هاي زیاد قابل طرح باشدشیکونین با غلظت

هـا نتیجـه جالـب    بر آستروسیت LPSبه تنهایی و بدون حضور 

شـود و  نمـی  NOاین بود که شیکونین به تنهایی موجب تولید 

هـاي بـدون   سلول(گزارش شده در حد گروه کنترل  NOمیزان 

تـوان نتیجـه گرفـت کـه     باشد، بنـابراین مـی  می) اردریافت تیم

است کـه   LPSشیکونین نیز مانند مینوسایکلین تنها در حضور 

ها شده و میزان موجب مهار فعالیت توکسیک این ماده بر سلول

با توجه به نتـایج مشـاهده شـده،    . دهدرا کاهش می NOتولید 

درمـان  توان شیکونین را بـه عنـوان یـک ترکیـب مـؤثر در      می

هـاي  هـاي پاتولوژیـک مغـزي ماننـد بیمـاري     بسیاري از نقص

هـاي فعـال شـده منجـر بـه      نورودژنراتیو که در آنها آستروسیت

 گـردد، در نظـر  مـی  CNSها و در مجموع آسـیب  آسیب نورون

احتمالاً آثار جانبی استفاده از این دارو با توجه به منشـاء  . گرفت

ی، شیمیایی و نا آشـنا بـا   بیولوژیک آن کمتر از داروهاي ساختگ

هاي زیستی دیگر بوده و همین مسئله توجـه بیشـتر بـه    سیستم

شیکونین، داروي گیاهی را به عنوان یک استراتژي جدید بـراي  

بـا ایـن   . هاي التهابی نورودژنراتیو توسعه خواهد داددرمان نقص

هاي زیاد در کاربردهـاي  حال اثرات سیتوتوکسیک آن در غلظت

دقیقاً مد نظر قرار گیرد، ضمن آنکه توجه و خلاقیت  دارویی باید

هاي زیاد آن نیـز  در کاربردهاي احتمالی مفید آپوپتوتیک غلظت

هاي درمانی بالقوه دیگري از ایـن مـاده بـه    اي از تواناییدریچه

  .گشایدروي محققین می

  سپاسگزاري

نامه مصوب در دانشـگاه فردوسـی مشـهد    این مقاله مستخرج از پایان

وده و با همکاري پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري تهـران  ب

بدین وسیله از مؤسسات مذکور نهایت تشـکر و قـدردانی   . انجام شده است
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