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Abstract 

Introduction: Astrocytes have an important role in many neurodegenerative diseases. Active astrocytes release 

inflammatory factors such as NO and ILs. Shikonin, a naphthoquinone pigment of Lithospermum erythrorhizon roots 

has anti-inflammatory and antitumoral effects. The present study aims to investigate the anti-inflammatory and toxic 

effects of Shikonin on cultured astrocytes. 

Methods: Two-day-old rat infants' brains were homogenized after removal of the meninges, and cultured in 

DMEMF12+10% FBS medium. Ten days later, astrocytes were harvested and re-cultivated for more purifications to 

95%, using immunocytochemistry method, and then treated by different concentrations of shikonin (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5, 

10, 20, 30, 50 and 100 μM) for one hour, which was followed by LPS exposure. Viability was measured by MTT assay 

and NO concentrations were assessed by Griess method, to reveal the inflammation process, after 24 and 48 hours. 

Results: Shikonin concentrations of 1, 2.5, 5, 10, 20 and 30 μM had no anti-inflammatory and cell death effects but 

at 0.1 and 0.5 μM showed a significant anti-inflammatory effect and ability to reduce NO production by astrocytes 

(p<0.001) and at 100 and 50 μM showed a significant cell death effect and NO production  reduction (p<0.001). 

Conclusion: Reduction of NO production might be due to inhibition of release and expression of inflammatory and 

cell signaling factors such as ILs and iNOS under the shikonin anti-inflammatory effects at concentration around 0.1 

and 0.5 μM. However, inhibition of NO production by shikonin at 50 and 100 μM is probably due to cell death 

induction. 
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 تأثير ضد التهابي شيكونين بر كشت آستروسيتي مغز موش صحرايي

  1، علي مقيمي*1، مسعود فريدوني2، فرزانه صابوني1حسينيشيرين 
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه فردوسي مشهد، مشهد. 1

 ، تهرانملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري پژوهشگاه. 2
 91 خرداد 27پذيرش:   90 بهمن 23دريافت: 

  

 چكيده
     را آزاد  )ILs( هـا و اينترلـوكين  )NO( اكسـايد نيتريـك  فعال عوامـل التهـابي همچـون    آستروسيت. دارند نقش نورودژنراتيو هايبيماري اي ازدر گستره هاآستروسيتمقدمه: 

التهابي و يا سمي ين مطالعه اثرات ضد ضد التهابي و ضد سرطاني دارد. ا اثرات )Lithospermum erythrorhizon( سنگدانه گياه ريشه رنگيزه نفتوكوئينوني شيكونين،. كندمي
      كاود.  هاي كشت شده را ميشيكونين بر آستروسيت

ها جـدا سـازي،   روز آستروسيت 10كشت شد. بعد از  DMEMF12 + 10% FBSسازي مننژ، هموژنيزه و در محيط صحرايي بعد از جدا روزه موش 2مغز نوزاد  روش ها:
تيمـار و سـپس در معـرض     ساعت كيشيكونين براي  μM 100 ،50 ،30 ،20 ،10 ،5 ،5/2 ،1 ،5/0 ،1/0هاي % (به روش ايمنوسيتوشيمي) با غلظت95با خلوص بيش از  كشت و

LPS  قرار گرفتند. واكنشMTT ها و سنجش ميزان براي بررسي حيات سلولNO ساعت انجام شد. 48 و 24پس از  )(آزمون گريس، براي ارزيابي روند التهاب 
و القـاء   NOمنجر به كاهش توليـد   1/0و  μM 5/0هاي شيكونين فاقد اثر ضد التهابي و مرگ سلولي بود، اما در غلظت μM 30 ،20 ،10 ،5 ،5/2 ،1هاي غلظت يافته ها:

  ).p<0.001و مرگ سلولي شد ( NOمنجر به كاهش توليد  50و  μM 100هاي )، در غلظتp<0.001اثرات ضد التهابي شد (
تحت اثر ضـد التهـابي     iNOSو ILsتوسط آستروسيت، ناشي از مهار رهايش و بيان عوامل التهابي و سيگنالينگ سلولي همچون  NOشايد كاهش توليد  :جه گيريينت

افزايش مرگ سلولي است كه نتايج مؤيـد   ليدلبهشيكونين احتمالاً  50و  μM 100هاي در غلظت NOبوده باشد اما كاهش توليد  1/0و  μM 5/0شيكونين در محدوده غلظتي 
 اين نيز بود.

 
 آستروسيت، التهاب، شيكونين، نورودژنراتيو، نيتريك اكسايد :هاي كليدي واژه
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ــونورودژنرات هــاي يمــاريامــروزه ب ــر از مهــم يكــي ي      ينت
ــه ــاي دغدغ ــ ه ــر م ــند، يبش ــنا باش ــاريب ي ــا يم ــد              ه مانن

   ي،جــانب يوتروفيــكآم يز، اســكلروزMS ينســون،پارك يمــر،آلزا
 يسـتم س يـك پاتولوژ هاي و ... از نقص AIDSاز  يجنون ناش

 Central Nervous System )(CNS يمركـــز يعصـــب
 يبه عنوان مشخصـه اصـل   ياگل هاي . فعال شدن سلولدهستن
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 رود يمغز به شمار م ـ يكيپاتولوژ هايفرم ينا يتمام يباًدر تقر
 يـــا،گل هــايل نــوع ســلو  ينتــر ، فــراوانCNS]. در 18[

و بـه عنـوان   بـاشنـدي شكـل م اي هستـار يها يـتآستـروس
 ايـن ]. 27[ شـوند  يشـناخته م ـ  يابه نام آسـتروگل  ايه مجموع
 يدياس ـ يناز پـروتئ  يحد واسط هاي يلامنتف ها داراي سلول

ــته ــالگل اي رش  Glial Fibrillary Acidic Proteinي

(GFAP) مـاركر   ساختمان آنها شده و يتهستند كه باعث تقو
ماننـد   ها يت. آستروسروند يبه شمار م ها يتآستروس ييشناسا
 اند كه رويهم قرار گرفته CNS در سرتاسر اي يوستهپ يآجرها

ــادگ ــد و از طر يافتــ ــقندارنــ ــذ  يــ ــالات منفــ                  دار  اتصــ
)Gap junction ،(ــك ــ ي ــيالكتر يتيومســن س ــادرا ا يك       يج
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 يخـون  هـاي  ها را به مـويرگ  ]. آنها، نورون32، 27اند [ كرده
بوده و منشأ  ياهاجزء ماكروگل يو از نظر تكامل نمايند يمتصل م

هستند كـه تـا    CNS در مهمي ياربس هايدارند و سلول يعصب
توجه بودند اما  يسال گذشته دانشمندان نسبت به آنها ب ينچند

]. 29انـد [  قـرار گرفتـه   ياديز يارو توجه بس يمورد بررس يراًاخ
بـوده و در   يمغز يمنيگر ا يمتنظ هاي از سلول ها آستروسيت

        شــكل  ييــرفعــال شــده و تغ يكي،پــاتولوژ يطمواجهــه بــا شــرا
صـورت   ينبـد  ها يتآستروس يكيمورفولوژ تغييرات. دهند يم

از  يرطبيعـي غ هـاي  يـون آنهـا انكلوز  يتوپلاسـم است كه در س
GFAP فعال شدن  ينشود. همچن يم يدهمجتمع د به صورت

و آزاد شـدن   يانهمراه با ب يكيمورفولوژ ييراتآنها علاوه بر تغ
و بــالقوه  يمنــيمــرتبط بــا ا  هــاي فاكتورهــا و مولكــول 

ـــكس ــون ن يتوتوكسيــ ــكهمچــ ــا يتريــ )، NO( يداكســ
   TNF-α) و ILs( هـا  ينترلـوكين )، اPGs( هـا  ينپروستاگلاند

كنند  يم يفارا ا يباشد و در التهاب حاد و مزمن نقش اساس يم
از  يعيوســ يــففعــال شــده در ط يتهاي]. آستروســ17، 10، 1[
ــاريب ــاي يم ــز ه ــز  يمغ ــت مغ ــامل جراح ــتق يش و  يممس
و  يمنـي خـود ا  ي،عفــون  هـاي  يماريب يسكمـي،ا يم،تقيرمسغ

 ].18اند [ نشان داده شده يمخرب عصب
LPSگرم  يمشتق شده از سطح غشاء باكتر يكوليپيدي، گل

 باشـد  يم CNSدر  يالتهاب هاي واكنش يجادو قادر به ا يمنف
 هـاي  كشـت  يبـر رو  ي]. با استفاده از مشاهدات برون تن15[

 يجـاد و ا هـا  يتقادر به فعال كردن آستروس LPS يتي،آستروس
 يـد ولالقـاء ت  ينآنها و همچن يبر عملكرد سلول يعيوس ييراتتغ

و  هــا ينكمــوك برنــده التهــاب، يشپــ هــاي يتوكينانــواع ســ
قادر به القاء سـنتز   LPS. به علاوه باشد يم ها ينپروستاگلاند

      ) و CNSدر  NOمخصــوص ســنتز   يم(آنــز iNOS يمآنــز
در  توانـد  يم ـ NOسطح  يير]. تغ25، 17[ باشد يم NO يدتول

ــوامل  ــا ع ــه ب ــون عفو يرابط ــتچ ــا ن ــموم ه ــاي يتو مس            ه
ــون ــز  ي،خ ــات مغ ــزا ي،التهاب ــون، ه  يشاف ــار خ ــان،فش          يج

 يـن ا يو آزادساز يدو سرطان باشد. تول يپوكسي، ه2نوع  يابتد
 ـ يمنـي از ا يفاكتور كه قسمت  دهـد  يم ـ يلبـدن را تشـك   يذات

 ـ يزبانم هجـوم آورنـده                  هـاي  بـردن پـاتوژن   ينرا قادر به از ب
ــد، مــي ــا تول كن ــدام ــنو تجمــع ا ياربســ ي ــرا ي          يفاكتورهــا ب

 ]. 20، 2[ باشد يم يكآور و توكس يانز ها بسيار نورون
از  ينچ درماني ياهبار در گ يناول يكونينش ينونينفتوكوئ رنگيزه

از  Lithospermum erythrorhizonســنگدانه  يــاهگ يشــهر
). 1، استخراج شد (شكلBoraginaceaeخانواده گل گاو زبان 

 يـن ا يشـه (از ر Zicaoنشـان دادنـد كـه     يخيتار هاي يبررس
 ينامگـذار  يكونينبـه عنـوان ش ـ   اپنبدست آمد و در ژ ياهانگ

   سـرخك، گلـودرد،    اي، نقطـه  هـاي  درمان جـوش  يشد.) برا
مورد استفاده قرار گرفته اسـت   ها يبزرگ و سوختگ هاي دمل

ماننـد اثـرات ضـد     يمتنـوع  ييدارو هاي يتفعال ين]. همچن6[
 HIV-1 يتو ضدفعال يضد سرطان يك،ضد گونادوتروپ ي،التهاب
در  ينهمچن يكونين]. ش22نسبت داده شده است [ يكونينبه ش

ــامالت ــم ي ــزايش زخ ــا، اف ــك ه ــوگ يلتش ــا، جل      از  يريگرانولوم
 يريجلوگ زايي، از رگ يريجلوگ ي،التهاب موضع هاي واكنش
ها و  پلاكت يتاز فعال يريجلوگ يزومراز،توپوا DNA يتاز فعال
نقش دارد و گرما را از خون دور كرده و اثر  يكروبيضد م اثرات

 -يت]. مطالعات نشان دادند كه آستروس ـ22، 6دارد [ ييسم زدا
ــه آزاد ســازCNSفعــال شــده در  هــاي ــواع ي، قــادر ب از  يان

     ينارتبــاط بــ يو ...، بــرا NO هــا، ينكموكــا هــا، يتوكاينســ
 ي. هنگـام باشند يم CNS يمنيو ا آنهااز  و حمايتها  نورون

بـه هـم خـوردن تعـادل      يـل بـه دل  هـا  يتآستروس يتكه فعال
 يمـاري ب يجـاد موجـب ا  تواند يم يابد، يم يشافزا يكيپاتولوژ

ــاي ــونورودژنرات هــ ــاب يــ ــزا  يو التهــ ــث افــ                            يشو باعــ
شــــود. مطالعــــات نشــــان دادنــــد                             NO يــــدســــطح تول

 و آپوپتـوز سـلول   NO يـد در تول اي يژهباعث مهار و يكونينش
]. با توجه 29، 24، 21[ گردد يم يكروگلياهاشده و م يمارت هاي

ماننـد   يـوي نورودژنرات هـاي  يماريبه مطالعات گذشته كه در ب
بـالاخص   يـا گل هاي و ... فعال شدن سلول ينسونپارك يمر،آلزا

] و 18[ گردد يبه وفور مشاهده م ها يتها و آستروسيكروگليام
خود توانسته است با كاهش  يبا القاء اثرات ضد التهاب يكونينش
مـؤثر   يرا به عنوان گـام  يكروگلياهام يتفعال NO يدتول يزانم

]، 7كـاهش دهـد [   CNS يكپاتولوژ هاي نقص يندر درمان ا
 يـا كـه آ  گيرد يقرار م يمورد بررس يهفرض ينپژوهش ا يندر ا

      هـا  يتمختلـف بـا اثـر بـر آستروس ـ     هاي در غلظت يكونينش
 يـو نورودژنرات هاي يماريدر درمان ب ييبه عنوان دارو تواند يم

ــاب ــد  يو الته ــود. ب ــتفاده ش ــر                             يناس ــه ب ــور روش مطالع منظ
ــا ــهته يمبن ــو يتيآستروســ يكشــت ســلول ي ــا خل ــالا،                ب ص ب
                        يشپــ يرو تــأث يالتهــاب هــاي يــتفعال يجــادا يبــرا يــكتحر
 هـاي  يتبـر آستروس ـ  يكونينمختلـف ش ـ  هاي غلظت يدرمان
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          يتريـك ن يـزان م گيـري  كشت و انـدازه  يطفعــال شده در مح
مطالعـه،   يـن . هدف از اباشد يم يسلول ياتح يزانو م يداكسا

كـاهش التهـاب                             ييشناسـا  يدر راسـتا  يكونيناثـر ش ـ  يبررس ـ
اثرات بـه اثبـات برســد       ينچنان چه ا باشد، يم ها يتآستروس

ــتراتژ   ــه اس ــه ب ــا توج ــا  يب ــتفاده از داروه ــاهيگ ياس ــا          ي ب
 خواهد داشت. ييبالا يتطرح اهم ينكمتر، ا ينهعوارض و هز

 ها شرو و مواد

نـژاد   هاي صحراييروزه موش 2تا  1نوزادان  از تحقيق اين در
Wistar      تكثير شده در حيوانخانـه پژوهشـگاه ملـي مهندسـي

 ـــاده گــ ـران استفــ ـاوري تهـت فنــك و زيســژنتي             د. ـردي
ساعته با دماي كنتـرل   12تاريكي/روشنايي  شرايط در حيوانات

دسترسـي بـه آب و غـذا    ) و بدون محـدوديت  ºC 2±22شده (
 اصـول  رعايت با حيوانات روي آزمايشات داري شدند. كليهنگه

ــي ــت و اخلاق ــده ثب ــين ش ــيب ــار الملل ــات ك ــا حيوان           ب
كشـت اوليـه مخلـوط سـلولي      .]38شـد [  انجـام  آزمايشگاهي

)Primary Mix Culture  روزه مـوش   2تـا   1) از مغز نـوزاد
تهيه گرديـد   McCarthy & Vellis صحرايي بر مبناي روش

]، بدين صورت كه سر حيوان به سرعت جـدا شـده و مغـز    19[
هـا  خارج شده و پرده مننژ از سطح كورتكس جدا شـد و سـلول  

بوسيله پيپتـاژ كـردن بطـور مكـانيكي جـدا گرديدنـد، سـپس        
ــت    ــيط كشــ ــلولي در محــ ــيون ســ  DMEMسوسپانســ

)Dulbecco’s modified Eagle’s medium  10) حـاوي %
FBS )Fetal Bovine Serumهاي فلاسك ) درT75  كشت

ها در انكوباتور مخصوص كشـت سـلول كـه    داده شد. فلاسك
درجه سانتيگراد و رطوبت كافي بود  37، دماي CO2% 5داراي 

هـا بـه   قرار گرفتند و هر دو روز يكبار محـيط كشـت فلاسـك   
روز كشـت اوليـه    10تـا   7صورت كامل تعويض گرديد، بعد از 

ص ـ). جهت خالA2هاي عصبي آماده شد (شكل مخلوط سلول
ـــســ ـــآست تـازي كش ـــروسيت ـــي ب ـــراساس مي درت ـزان ق

هاي حـاوي كشـت   ها به سطح بستر، فلاسكچسبندگي سلول
دقيقه بصورت آرام تكـان داده شـدند    10اوليه مخلوط سلولي، 

هاي ميكروگليا و اليگودندروسيت روي سـطح، از لايـه   تا سلول
سبيده به بستر (كف فلاسك) جدا و خارج سلولي آستروسيتي چ
 Trypsin-EDTAدقيقه با  5ها به مدت شوند. سپس فلاسك

هاي ميكروگليـا  انكوبه شدند. با توجه به اينكه گروهي از سلول
كه چسبيده به كف فلاسك هسـتند در مواجهـه بـا تريپسـين     

ــي  ــود نشــان م ــت بيشــتري از خ ــلولي مقاوم ــه س ــد، لاي دهن
) و ميكروگلياها همچنـان  B2دا شده (شكل آستروسيتي ابتدا ج

هـا جمـع   ماننـد، آستروسـيت  مي به كف فلاسك چسبيده باقي
 105اي بصورتيكه در هر حفـره  حفره 24آوري شده و در پليت 

 DMEMمحـيط كشـت    μl500سلول وجود داشـته باشـد در   
ها قبل از تيمار به مـدت  كشت شدند و پليت FBS% 10حاوي 

% كف هر حفـره پليـت را   80ها تا سلولساعت انكوبه شده  24
. سـپس بـه منظـور تعيـين خلـوص      ]C2 (]30پر كنند (شكل 

آميزي اختصاصي ايمنوسيتوشيميايي آنها بـه  ها رنگآستروسيت
 GFAP (Santa Cruz Biotechnology) آنتي بـادي  وسيله

هـاي  بعنوان ماركر آستروسيتي انجام شد. براي اين كار سـلول 
اي حفـره  24خـالص سـازي شـده در پليـت     آستروسيتي جدا و 

  
 
 
 
 
 
 
 

، Lithospermum erythrorhizon) گياه سـنگدانه  A( -1شكل
)B ) ،ريشه گياه سنگدانه حاوي رنگيزه نفتوكوئينوني شـيكونين (C (1 

ســاختار شـيميايي شـيكونين. ايــن دو    2سـاختار شـيميايي آلكـانين و    
 .تركيب انانتيومر يكديگر هستند
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 10ساعت انكوبه شدن بـا متانـل بـه مـدت      24مذكور، بعد از 
 دقيقـه  5دقيقه فيكس شدند و سپس به هـر حفـره بـه مـدت     

اضافه گرديد، پس   Triton X100%2محلول نفوذ پذير كننده 
دقيقـه، محلـول    5به مـدت   PBSاز دو بار شستشو با محلول 

) اضـافه  BSA )Bovine Serum Albumin% 5بلوكه كننده 
دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت. سـپس بعـد از    45شد و پليت 

بـا رقـت    GFAPتخليه محلول بلوكه كننده، آنتي بادي اوليـه  
سـاعت روي شـيكر در    24اضافه شد و پليت به مـدت   200/1

درجه سانتيگراد قرار گرفت. پس از تخليه آنتـي بـادي    4دماي 
ــه و شستشــوي ســ ــا لولاولي ــا ب ــه  PBSه ــادي ثانوي ــي ب آنت

Polyclonal Rabbit anti mouse IgG/FITC    بـا رقـت
سـاعت روي شـيكر در    2اضافه گرديد و پليت به مـدت   50/1

دماي اتاق و تاريكي قرار گرفت. در پايان پس از تخليـه آنتـي   
هـا توسـط   ، سـلول PBSهـا بـا   تشوي سلولسبادي ثانويه و ش

. ]D2 (]37ه گرديدنـد (شـكل   ميكروسكوپ فلورسانس مشاهد

هاي كشت شـده  سلولها، ابتدا محيط روي قبل از تيمار سلول
اي خــارج شــد و بــا محــيط كشــت     حفــره 24در پليــت 

DMEM/F12  2حــاوي %FBS ــ ــد. سپ  سـجــايگزين گردي
ــ ــرهـحف ـــه ـــا غـا ب ــتـلظ ـــاي مختـه ـــف شيكـل  نـوني

)Calbiochem, Cat. No. 565850 تــا  1/0) در محــدوده
هـاي مختلـف   ميكرومولار تيمار شـدند. در تهيـه غلظـت    100

شيكونين با استفاده از اتانل بعنوان حـلال نبايـد حجـم نهـايي     
% بيشتر شود. يك ساعت پس از 02/0اتانل در محيط كشت از 

با غلظت  LPSن، آنها در معرض ها با شيكونيتيمار آستروسيت
μg/ml10 هـاي  هـا بـا غلظـت   قرار گرفتند. بعد از تيمار سلول

سـاعت، ميـزان    48و  24مختلف شيكونين در مدت زمانهـاي  
گيري محصول نهايي نيتريـت بـا   نيتريك اكسايد بوسيله اندازه

گردد. گريس استفاده از روشي بر پايه واكنش گريس تعيين مي
گيـري سـطح   باشد كه براي اندازهمي جييك واكنش رنگ سن

NO2نيتريت 
شود. اين سنجش هاي آبي استفاده ميدر محلول -

 
 

هاي ميكروگليا، فلش توپر سفيد نشان دهنـده آستروسـيت و   روز، در اين شكل فلش توپر سياه نشان دهنده سلول 10هاي عصبي بعد از ) كشت اوليه مخلوط سلولA( -2شكل
) كشت سلولي بعد از انكوبه شدن با تريپسين، فلش توپر سـفيد نشـان دهنـده لايـه     32X) .(Bباشد (ميكروسكوپ فازكنتراست فلش نقطه چين نشان دهنده اليگودندروسيت مي

ز اي بعـد ا حفـره  24هاي جدا شده و كشت شده در پليت ) آستروسيتCباشد. (هاي جدا شده و فلش توپر سياه نشان دهنده ميكروگلياهاي چسبيده به كف فلاسك ميآستروسيت
 ).32X(ميكروسكوپ فلورسانس  GFAPبادي ) رنگ آميزي اختصاصي كشت خالص آستروسيتي با آنتي32X) .(Dساعت انكوبه شدن (ميكروسكوپ فازكنتراست  24
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 Griessبر پايه واكنش ديازوتيزاسيون بوده كه اولين بار توسط 
ارائه گرديـد. در ايـن واكـنش عامـل شـيميايي       1879در سال 

Sulfanilamide      معرف گريس بـا نيتريـت محلـول در مـايع
را توليد كرده كه توسـط جـذب در    Azoواكنش داده و تركيب 

 μl100. به اين منظور ]12[گردد آشكار مي nm540طول موج 
ــلول   ــت روي س ــيط كش ــته در  از مح ــا برداش  rpm 1000ه

معرف  μl100اي ريخته و با حفره 96سانتريفوژ شده، در پليت 
دقيقـه در محـيط تاريـك و دمـاي اتـاق       20گريس مخلوط و 

بـا   nm540نگهداري شده، سپس مقدار جذب در طـول مـوج   
                         اســــــــتفاده از دســــــــتگاه الايــــــــزا ريــــــــدر    

)Microplate reader Labsystems Multiscan (     
توليـد شـده    NOگيري گرديد. براي بدست آوردن ميزان اندازه

ه از منحني استاندارد نيتريت سـديم  هاي تيمار شدتوسط سلول
 گرديـد  استفاده blank عنوان به نيز كشت محيط و استفاده شده

 ). 3 (شكل
ــنجش -2,5-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3) در ســــــ

Diphenyltetrazolium bromide)                        
MTT باشد و ميـزان احيـاي   كه يك واكنش رنگ سنجي مي

دي فنيل تترازوليوم  5و2-ايل) 2 -تيازول دي متيل -5و4(-3
) بوسيله سوكسينات دهيدروژناز ميتوكنـدريايي  MTTبرومايد (

-وارد سلول MTTگيرد، نمك زرد رنگ تترازوليوم را اندازه مي
هـاي  هـا بـه كريسـتال   شـود و در ميتوكنـدري  هاي زنـده مـي  

گـردد كـه ايـن    فورمازان غير محلول بنفش رنگ تبـديل مـي  

. در اين روش ]8[ باشند يمها در حلال آلي قابل حل كريستال
ها با شيكونين، بـه  ساعت از تيمار سلول 48بعد از سپري شدن 

اضـافه   mg/ml 5با غلظـت   MTTاز محلول  μl10هر حفره 
درجـه   37سـاعت در دمـاي    4ها به مدت شده و سپس سلول

ــد. ســپس محــيط روي  CO2% 5ســانتيگراد و  انكوبــه گرديدن
ــلول ــره   س ــر حف ــه ه ــده و ب ــذف ش ــا ح  lµ200DMSOه

(Dimythylsulfoxid) (Merck)  اضافه شده و ميزان جذب
گيـري  ريـدر انـدازه  توسط دستگاه الايزا nm580در طول موج 

آيا شيكونين بـه   سؤال كهگرديد. پس از آن براي پاسخ به اين 
تواند به عنوان يك فاكتور خود مي LPSتنهايي و بدون حضور 

فعال كننده و مرگ سلولي عمل كند يا خير، آزمـايش ديگـري   
هاي مختلف ها فقط با غلظتانجام شد و در اين آزمايش سلول

تيمار شـدند و   LPS ) بدون حضور1/0تا  μM 100شيكونين (
ميزان نيتريك اكسايد حاصله توسـط آزمـون گـريس و بقـاي     

   گيـري شـد. ميـانگين    انـدازه  MTTها توسـط سـنجش   سلول
ارائـه   Mean ± SEMهاي حاصل از آزمايشات به صورت داده
هاي مختلـف تيمارهـا بـا آزمـون     داري اثر غلظتاند. معنيشده

ANOVA   ــرم ــا اســتفاده از ن ــه و ب ــك طرف ــاري ي ــزار آم اف
Graphpad Prism 5 داري تفـاوت بـين   معني و به دنبال آن

       و بــا حــداقل ســطح  Post test Ttukeyهــا نيــز بــا ميــانگين
 برآورد شدند. p<0.05داري معني

 يافته ها

 ايمونوسيتوشـيمي  اختصاصـي  آميـزي رنگ از حاصل نتايج
مـوش صـحرايي    مغـز نـوزاد   هاي جداسازي شده ازآستروسيت

شـده   جداسـازي  هـاي % آستروسيت95نشانگر خلوص بيش از 
هاي بدون ، در گروه كنترل (سلول4باشد. با توجه به شكل مي

 NOساعت ميـزان   48و  24دريافت تيمار) بعد از سپري شدن 
در حضور  NOدر حداقل مقدار خود قرار دارد و بيشترين ميزان 

LPS   با غلظـتμg/ml10   ) مشـاهده شـدp<0.001 از  ). بعـد
و سپس  ساعت كيها با شيكونين به مدت پيش درماني سلول

ــا  ــائين ســاعت، در غلظــت 24، در LPSتيمــار آنهــا ب هــاي پ
نسـبت بـه گـروه     NO) ميـزان  μM5/0و  μM1/0شيكونين (

) و پـس  p<0.001است (كاهش يافته  LPSتيمار شده فقط با 
 ) μM30 تا μM1( نـونيـشيك ايـه تـدوده غلظـدر مح از آن

    
هـاي تعيـين   منحني استاندارد نيتريت سديم، ميزان جذب را در غلظـت  -3شكل
دهد. با توجه به نمـودار و  ميكرومولار نيتريت سديم نشان مي 100و  50، 25شده 

) ميـزان نيتريـك اكسـايد    y = 0.008x – 0.015مماس بر نمودار ( معادله خط
بدست آمده از هر نمونه را بـه   ODگردد. ميزان برحسب ميكرومولار محاسبه مي

ميزان نيتريـك اكسـايد بـر حسـب      xدر معادله خط گذاشته و با محاسبه  yجاي 
 شود.ميكرومولار برآورد مي

y = 0.008x - 0.015
R² = 0.997
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قبـل از   سـاعت  كي ـميكرومـولار   100تـا   1/0هاي مختلف شيكونين در محدوده هاي سلولي پيش درماني شده با غلظتمقايسه ميزان نيتريك اكسايد حاصل از گروه -4شكل

دهد ميانگين ميزان نيتريك اكسايد توليد شده توسـط  ساعت توسط آزمون گريس. اين شكل نشان مي 48و  24در مدت زمانهاي  LPSو گروه سلولي تيمار شده با  LPSتيمار با 
داري كـاهش معنـي   LPS در مقايسه با گروه سلولهاي تيمار شده با LPSقبل از تيمار با  ساعت كي 100و  μM 5/0 ،1/0 ،50هاي هاي سلولي پيش درماني شده با غلظتگروه

ساعت همـان گـروه غلظـت افـزايش      24ساعت نسبت به  48پس از گذشت  NOها، توليد در تمام گروه ).LPSنسبت به گروه سلولي تيمار شده با  p<0.001***يافته است (
) μM 100و  μM 50) و غلظت زياد (μM 5/0و  μM 1/0ساعت قبل همان گروه). شكل فوق بخوبي دو محدوده غلظت كم ( 24نسبت به آزمون  p<0.001 ###است (يافته

است را نشـان   NO) كه بدون اثر معني داري در توليد آستروسيتي μM 30تا  μM 1هستند، به همراه محدوده غلظت حد واسط ( NOرا كه واجد اثر كاهنده بر توليد آستروسيتي 
 بوده است. n=9ام آزمايشات باشد كه در تمحداقل تكرار در كشت سلولي هر گروه مي nاست و ارائه شده Mean±SEMدهد. نتايج به صورت مي

 
ميكرومـولار و گـروه سـلولي كنتـرل      100تـا   1/0هـاي مختلـف شـيكونين در محـدوده     هاي سلولي تيمار شده با غلظـت مقايسه ميزان نيتريك اكسايد حاصل از گروه -5شكل

وجود ندارد و شيكونين بـه خـودي    ها داري بين اين گروهدهند كه تفاوت معنيساعت توسط آزمون گريس. نتايج نشان مي 48و  24(سلولهاي بدون دريافت تيمار) در مدت زمان 
ساعت همان گروه غلظت افـزايش   24ساعت نسبت به  48پس از  NOها، توليد باشد. در تمام گروهنمي NOخود يك عامل تشديد كننده يا مهار كننده فعاليت سلول براي توليد 

باشـد كـه در تمـام    حداقل تكرار در كشت سلولي هر گروه مي nارائه شد و  Mean±SEMساعت همان گروه). نتايج به صورت  24 نسبت به آزمون p<0.001***است (يافته
 است.بوده n=  9آزمايشات 
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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   اختلاف معنیها،دهد 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 گروهLPSهاي مختلف شیکونین یکساعت قبل از تیمار با درمانی شده با غلظت
LPSهاي در غلظتμM50 اي نشان دادند قاي سلولی کاهش یافتهها بنسبت به سایر گروه100و)***p<0.001نتایج بـه صـورت   ). نسبت به گروه کنترلMean±SEM

.استبودهn= 9باشد که در تمام آزمایشات حداقل تکرار در کشت سلولی هر گروه میnارائه شده است و 

هـاي تیمـار   هـاي سـلول  و گروهLPSو گروه سلولی تیمار شده با ) هاي بدون دریافت تیمارسلول(ساعت در گروه کنترل 48ها پس از مقایسه میزان بقاي آستروسیت-7شکل
داري بـین گـروه کنتـرل و    ها، اخـتلاف معنـی  دهد که در مقایسه میزان حیات سلولاین شکل نشان می. میکرومولار100تا 1/0هاي مختلف شیکونین در محدوده شده با غلظت

هاي مختلف شیکونین اثر کشندگی و غلظتμg/ml10با غلظت LPS. هاي مختلف شیکونین وجود نداردهاي تیمار شده با غلظتو گروه سلولLPSگروه سلولی تیمار شده با 
بـوده  n= 9ر در کشت سلولی هر گروه می باشـد کـه در تمـام آزمایشـات     حداقل تکراnارائه شده است و Mean±SEMنتایج به صورت . ها ندارندقابل توجهی بر آستروسیت
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نسبت به گروه تيمار شده  NOداري در ميزان كاهش معني
هـاي بـالاي   وجـود نداشـت. سـپس در غلظـت     LPSفقط بـا  

داري در ميـزان  كـاهش معنـي  ) μM100و  μM50شيكونين (
NO  مشاهده گرديد)p<0.001 سـاعت نيـز رونـد     48). بعد از

به همان صورت قبل بوده ولي ميـزان توليـد آن بـا     NOتوليد 
سـاعت قبـل    24توجه به گذر زمان براي هـر غلظـت نسـبت    

ــده  ــان غلظــت تشــديد ش ). 4) (شــكل p<0.001اســت ( هم
ساعت ميـزان   24زمان ، در مدت 5همچنين با توجه به شكل 

NO بـا شـيكونين و بـدون    هاي تيمار شده فقط توليدي سلول
LPS هـاي  در حد گروه كنترل مشاهده شد و در تمامي غلظت

داري نداشت. اين شكل نشان تغيير معني NOشيكونين ميزان 
دهد كه شيكونين به تنهايي يك فاكتور فعال كننده سـلولي  مي

ساعت هم ادامـه داشـته اسـت و     48باشد. اين روند بعد از نمي
با توجه بـه گـذر زمـان در هـر غلظتـي       NOفقط ميزان توليد 

) p<0.001اسـت ( قبل همان غلظت تشديد شده  24نسبت به 
بعد از سپري شـدن   MTT). نتايج حاصل از سنجش 5(شكل 

هـاي بـدون   ها در گروه كنترل (سلولساعت از تيمار سلول 48
هاي پيش درماني شده با غلظتهاي دريافت تيمار) و گروه سلول
و سپس تيمـار شـده بـا     ساعت كيمختلف شيكونين به مدت 

LPS  هاي تيمار شـده فقـط بـا    )، گروه سلول6(شكلLPS  و
هاي مختلف شيكونين گروه سلولهاي تيمار شده فقط با غلظت

-هاي پيش درماني شده با غلظتگروه )، در7نشان داد (شكل 
و سپس تيمار شده  ساعت كيهاي مختلف شيكونين به مدت 

هاي بـالاي شـيكونين   ها در غلظت، ميزان بقاي سلولLPSبا 
)μM50  وμM100 معنـي  ) در مقايسه با گروه كنترل كـاهش 

ــه داري      هــاگــروه ســاير در ) و6 (شــكل )p<0.001( اســت يافت
  ).7 (شكل نداد رخ هاسلول حيات ميزان در داريمعني تغيير

 بحث

هـاي حفـاظتي و   عـلاوه بـر نقـش    CNSها در آستروسيت
تغذيــه، در ايمنــي و حفــظ همئوســتازي آن نيــز نقــش دارنــد. 

مغـزي   -هـا تنظـيم كننـده جريـان خـوني     همچنين اين سلول
هــا بــا آزاد كــردن فاكتورهــاي هســتند از طرفــي آستروســيت

گذارنـد و در  هـا تـأثير مـي   نوروتروفيك روي عملكـرد نـورون  
كنند همچنـين ايـن   متابوليسم نوروترانسميترها هم شركت مي

را نيز تنظـيم   +Kخارج سلولي و ميزان سطح يون  pHها سلول
هـا خـود ملتهـب شـوند     . زمانيكه آستروسيت]29، 27[كنند مي

هـاي  هاي واكنشـي) بـه عنـوان مثـال در بيمـاري     (آستروسيت
ي آنها تغيير ، عملكرد فيزيولوژيكHIVنورودژنراتيو و يا عفونت 

هاي پيش برنـده التهـاب   ها و كموكاينكرده و انواع سيتوكاين
ــوكين هــاي و ميــانجي TNF-α، 10و  6، 1هــاي ماننــد اينترل

) را توليد ROSهاي اكسيژن فعال () و گونهNOنوروتوكسيك (
يك گاز قابل انتشار است كه در بسـياري از   NO]. 2كنند [مي

در  NOشـود،  پاتولوژيك ديده مـي هاي فيزيولوژيك و وضعيت
 Vasodilationو  Neurotransmisionهـاي كـم در   غلظت

هـاي زيـاد، پاتولوژيـك و    نقش دارد و مفيد است اما در غلظت
، TNF-αتوليد  قادر است NO باشد، همچنيننوروتوكسيك مي

IL-6  وIL-1β  را كــه در مراحــل اوليــه التهــابCNS  توليــد   
]. حال با توجه به نتايج اين تحقيق 20د [شوند، را تعديل كنمي

) و اثرات كاهش دهنـده ميـزان   6مبني بر بقاي سلولي (شكل 
NO  ــكل ــت 4(ش ــا غلظ ــيكونين ب ــور ش ــم ) در حض ــاي ك             ه

) μM1/0  و μM5/01هاي توان فرض كرد كه مكانيسم) مي 
ذكر شده در زير احتمالاً مسئول بروز اثـرات ضـد التهـابي     3تا 

شيكونين و بقاي سلولي باشد اما به هـر روي بـراي اثبـات آن    
هاي ذكر شده در حضـور آستروسـيت و   بايد تك تك مكانيسم

 شيكونين بررسي گردند. 
            iNOS ) مهـــــار مســـــتقيم فعاليـــــت آنـــــزيم   1

(inducible nitric- oxide synthase)  مطالعات اخير نشان :
ضـد التهـابي گيـاهي ماننـد     دهد كه تركيبات نفتوكوئينوني مي

     هـاي پـايين،   شيكونين و آلكـانين و مشـتقات آنهـا در غلظـت    
اثر  iNOSو  NOهاي سلولي شامل توليد توانند روي پاسخمي

بگذارند اما مكانيسم دقيق چگونگي ايـن اثـر هنـوز ناشـناخته     
ــا اســتفاده از ســنجش24اســت [  cell-freeهــاي ]. امــروزه ب

هـاي انـدك خـود    ونين در غلظـت است كه شـيك مشخص شده
)μM 1هـاي  ) قادر است سطح بيان تمام ايزوفرمNOS   ماننـد

eNOS (endothelial NOS) ،nNOS (neuronal NOS) 
ها نشان داد كـه اگـر در   را كاهش دهد. اين سنجش iNOSو 

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

          L-Citrolin + NO + 3/2 NADPH  
بـه واكـنش اضـافه شـود      NADPHشيكونين بعد از آرژنين و 
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را كاهش دهد، ايـن مسـئله    NOديگر قادر نيست ميزان توليد 
    هـاي  كنـد كـه شـيكونين بـه جايگـاه     اين حقيقت را آشكار مي

كـه قبـل از    يبـه نحـو  كنـد  حمله مي NOSاي در آنزيم ويژه
   را متوقـف   NOبـه آنـزيم، توليـد     NADPHاتصال آرژنين و 

]. علاوه بر اين معلوم شده كه شيكونين با كـاهش  36كند [مي
هاي ميكروگلياي موش صـحرايي  در سلول iNOSسطح بيان 

تواند ميزان توليـد  نيز مي Raw 246.7و ماكروفاژهاي موشي 
NO ] لذا مكانيسم فوق ممكـن اسـت   36، 21را كاهش دهد .[

نمـوده باشـد و بـه     ها نيز بـروز توسط شيكونين در آستروسيت
هــا در حضــور توســط آستروســيت NOعنــوان دليــل كــاهش 

 هاي كم قابل طرح باشد.شيكونين با غلظت
ــيگنالينگ  2  ــار س  Nuclear Factor( NF-κB) مه

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells(               
NF-κB:   پروتئيني است كه نقش كليدي را در تنظيم سيسـتم

هـاي در  ]. در سـلول 3كنـد [ مني در پاسخ به التهاب ايفا مـي اي
هـا و ماكروفاژهـا،   حال استراحت مانند ميكروگلياها، آستروسيت

-در سيتوزول بوسـيله پـروتئين   NF-kBزير واحدهاي پروتئين 
ــد (  ــاري مانن ــاي مه ، Inhibitory κB Protein (IKBαه

IKBβ ،IKBε  وIKBγ شـود.  نگه داشته ميLPS  ـمـي  د توان
 36و  32هـاي  را در محـل سـرين   IKBهاي مهـاري  پروتئين

فسفريله كند و باعث فروپاشي  IKKsبوسيله فعال شدن آنزيم 
فعال شـده   NF-κBهاي مهاري شده و بدنبال آن اين پروتئين

هاي تنظيمـي در  شود و در آنجا به جايگاهو به هسته منتقل مي
پيش برنـده التهـاب   هاي هاي توليد كننده ميانجيپروموتور ژن

كنـد. امـا مطالعـات    متصل شده و رونويسي از آنها را فعال مـي 
) قادر اسـت  μM 1هاي كم خود (نشان داد شيكونين در غلظت

، از فسـفريله  IKKدر ماكروفاژها و ميكروگلياها با مهار آنـزيم  
جلوگيري كرده و مانع  IκBαشدن و فروپاشي پروتئين مهاري 

گـردد و در   NF-κBيگنالينگ پـروتئين  از ادامه يافتن مسير س
، 9اي شـود [ نتيجه منجر به عدم فعال شدن اين فاكتور هسـته 

]. همچنين نظر بر اين اسـت كـه در ماكروفاژهـا،    36، 28، 21
 DNAبـه   NF-κBشيكونين و مشتقات آن باعث مهار اتصال 

شـوند و در  هاي عوامل پيش برنـده التهـاب در هسـته مـي    ژن
]. بنـابراين  36كنـد [ ها را متوقـف مـي  ن ژننتيجه رونويسي اي

هـا  مكانيسم فوق ممكن است توسط شـيكونين در آستروسـيت  
توسـط   NOنيز بروز نموده باشـد و بـه عنـوان دليـل كـاهش      

هاي كم قابل طـرح  ها در حضور شيكونين با غلظتآستروسيت
 باشد.

 Mitogen-activated( MAPKs) مهــار فعاليــت  3

protein kinase و (PKC )Protein kinase C و (PKA 
)Protein Kinase Aدهد كـه  ): بسياري از مطالعات نشان مي

LPS     پـس از اتصـال بـهTLR4 )Toll-Like receptor4 ،(
MAPKs   را ماننــدERK ،P38 ،JNK  و تعـــداد زيـــادي از

PKC ــال مــي ــادر اســت در  هــا را فع ــد، كــه شــيكونين ق     كن
و ماكروفـاژ، عملكـرد   هاي ميكروگليـا  هاي كم در سلولغلظت

ــد [  ــار كن ــا را مه ــلول21، 7آنه ــات روي س ــاي ]. در مطالع ه
دقيقه پـس از   30، دريافتند كه LPSميكروگلياي فعال شده با 

 ERK) فسفريله شدن μM 1هاي كم (اثر شيكونين در غلظت
ــيون   ــدنبال آن فسفريلاس ــف   JNKو  P38و ب ــار و متوق     مه

د كه پـس از مهـار فعاليـت    گردد. در اين تحقيق نشان دادنمي
MAPK  هـاي  ها توسط شيكونين، رونويسـي از ژنiNOS  و
COX-2  محدود شده و ميزان توليدNO 21يابد [كاهش مي .[

هـاي ملتهـب پوسـت مـوش صـحرايي      با مطالعه روي سـلول 
فعـال هسـتند و    P38و  ERKهـا،  دريافتند كه در اين سـلول 

 ـبسيار افزايش مـي  ERK1/2فسفريلاسيون  د. از آنجائيكـه  ياب
ERK1/2    ــاكتور ــيون ف ــزايش فسفريلاس ــق اف ، IκBاز طري

بـه   NF-κBرا تنظيم كرده و فرآينـد اتصـال    NF-κBفعاليت 
DNA افزايد و از اين طريـق بيـان ژن   را ميiNOS   و ميـزان
-غلظـت  يابد اما شيكونين قادر است درمي افزايش NOتوليد 

يون فـاكتور  ، فسفريلاس ـERKهاي كم خود با مهـار فعاليـت   
IκB  را متوقــف كنــد و بــه فــاكتور رونويســيNF-κB  اجــازه

توسط شيكونين  iNOS]. بعد از مهار مستقيم 31فعاليت ندهد [
هاي كم در ميكروگلياها و ماكروفاژها، دومين هـدف  در غلظت

ها نشان دادند شـيكونين  باشد كه يافتهمي PKAاثر شيكونين 
را مهار كنـد پـس منجـر بـه      PKAها قادر است در اين سلول

، 7گـردد [ مي NOو كاهش ميزان  iNOSكاهش ميزان بيان 
ها ممكـن اسـت   ]. با توجه به توضيحات فوق، اين مكانيسم21

ها نيز بـروز نمـوده باشـند و بـه     توسط شيكونين در آستروسيت
هــا در حضــور توســط آستروســيت NOعنــوان دليــل كــاهش 

هـاي  باشند. نظر به يافتههاي كم قابل طرح شيكونين با غلظت
هـا  تحقيق حاضر مبني بـر كـاهش بقـاي سـلولي آستروسـيت     

هاي زيـاد  در حضور غلظت NO) و نيز كاهش ميزان 6(شكل 
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) احتمـالاً كـاهش توليـد    4) (شـكل  50و  μM 100شيكونين (
NO هـاي آستروسـيتي در   توان به كاهش جمعيت سلولرا مي

نه اثر ضد التهـابي،   هاي زياد شيكونين نسبت دادحضور غلظت
بنابراين احتمالاً اين فرضيه قابل طرح خواهد بود كه شيكونين 

    هـا  هاي زيـاد باعـث القـاء آپوپتـوزيز در آستروسـيت     در غلظت
 NOهـا كـم شـده و ميـزان     شود و در نتيجه جمعيت سلولمي

يابد. براي اثبات ايـن فرضـيه نيـز بايـد هركـدام از      مي كاهش
در بروز آپوپتوزيز در حضور شيكونين بـا   هاي محتملمكانيسم

هاي آستروسيت فعال بررسي گردد. به هـر  غلظت زياد و سلول
مطرح شده در ذيـل چگـونگي القـاء     4تا  1هاي حال مكانيسم

هاي مختلف توسط شيكونين بـه نمـايش   آپوپتوزيز را در سلول
گذارند كه يك يا چند مورد آن در بررسي مكانيسـمي القـاء   مي

هـاي زيـاد شـيكونين    ها توسط غلظـت وزيز در آستروسيتآپوپت
 ممكن است قابل طرح باشند.

درگيـر در   Baxو  Bcl-2هـاي  ) تغيير در سطح پـروتئين 1
 هاي خانوادهدهند كه پروتئينفرآيند آپوپتوز: مطالعات نشان مي

Bcl-2  شامل عوامل ضد آپوپتوتيكي مانندBad  وBak  نقش
كننـد،  اساسي بوسيله غشاي ميتوكنـدري در آپوپتـوز ايفـا مـي    

بطوريكـه    Baxو يا افزايش عامل آپوپتوتيـك   Bcl-2كاهش 
شود، منجر به آسـيب   Bcl-2/Baxباعث تغيير كاهشي نسبت 

هـا فعـال شـده و     Caspaseغشاي ميتوكندري شده و مسـير  
كـه   ]. گزارشات حـاكي از آن اسـت  11گردد [سلول آپوپتوز مي

هـاي سـرطاني   هـاي زيـاد خـود در سـلول    شيكونين در غلظت
Osteosarcoma  قادر است بيان ژنBcl-2    را كـاهش دهـد

كند و در نتيجه ايجاد نمي Baxولي تغيير واضحي در بيان ژن 
 Caspase3را كـاهش داده و بـدنبال آن    Bcl-2/Baxنسبت 

هـاي  لول]. در س4كند [ها را دچار آپوپتوز ميفعال شده و سلول
هاي زياد باعث سرطاني كولوركتال تيمار با شيكونين در غلظت

اثـر   Baxشود امـا روي بيـان ژن   مي Bcl-2كاهش بيان ژن 
مشخصــي نــدارد و همــين مســئله منجــر بــه كــاهش نســبت 

  شــده و در نتيجــه منجــر بــه آپوپتــوز Bcl-2/Baxپروتئينــي 
هـاي  ول]. مطالعات نشان دادند كه در سـل 14شود [ها ميسلول

هـاي زيـاد شـيكونين نسـبت     سرطاني تيمـار شـده بـا غلظـت    
كـاهش يافتـه و شـيكونين باعـث القـاء       Bcl2/Baxپروتئيني 

 3آپوپتوز از خلال ميتوكندري در مسير وابسته به آبشار كاسپاز 
]. لـذا مكانيسـم فـوق ممكـن اسـت توسـط       34شـود [ مي 9و 

ليل كـاهش  ها نيز بروز نموده باشد و دشيكونين در آستروسيت
-غلظـت  ، بدليل القاء آپوپتوزيز در حضور شيكونين باNOتوليد 

 هاي زياد قابل طرح باشد.
): مطالعات گوناگون Cell Cycle( ) توقف چرخه سلولي2 

روي اثرات آپوپتوتيك و سيتوتوكسيك شيكونين نشـان دادنـد   
هاي زياد چرخـه سـلولي را در   كه اين دارو قادر است در غلظت

مختلف با توجه به نوع سلول متوقف كند و از تكثير هاي بخش
ها جلوگيري كرده و منجر به مرگ سلول شود. بسـياري  سلول

از فرآيندهاي چرخه سلولي نقش مهمي در مسـير سـيگنالينگ   
آپوپتوزيز دارند و در نهايت اختلال در آنها موجـب رهـا شـدن    

. ]26گـردد [ از ميتوكنـدري و آپوپتـوز سـلول مـي     cسيتوكروم 
ــا    ــرتبط ب      چرخــه ســلولي در موجــودات پرســلولي پيشــرفته م

اي از پــروتئين كينازهــا ماننــد كينازهــاي وابســته بــه  خــانواده
باشد كه در تنظيم ) ميCyclinها () و سيكلينCDKسيكلين (

]. چرخـه  35نقاط ايست و بازرسي چرخه سلولي درگير هستند [
هـاي  با غلظتتيمار شده  HeLaهاي سرطاني سلولي در سلول

ــان ژن  ــدليل كــاهش بي ــاد شــيكونين، ب ، Cyclin-Eهــاي زي
CDK4  وCDK6 در انتقال از ،G1  بهS  متوقف شده و سنتز
DNA شـوند  ها انجام نشـده و متحمـل آپوپتـوز مـي    در سلول

]. همچنين مطالعات مختلـف نشـان دادنـد كـه تيمـار بـا       33[
ي هـا هاي زيـاد شـيكونين چرخـه سـلولي را در سـلول     غلظت

هـاي  ، در سـلول G1مغز استخوان در مرحلـه   143Bسرطاني 
ــه   ــدخيم در انتقــال مرحل ــه  G2ســرطاني ملانومــاي ب    و  Mب

كنـد  مـي  متوقـف  Sرا در مرحله  HepG2هاي سرطاني سلول
]. بنابراين مكانيسم فوق ممكن است توسـط شـيكونين   34، 4[

، NOها نيز بروز نموده باشد و دليل كاهش توليد در آستروسيت
هـاي زيـاد   بدليل القاء آپوپتوزيز در حضور شيكونين بـا غلظـت  

 قابل طرح باشد.
): Reactive oxygen Species( ROS) افزايش ميزان 3
ROS ها از طريق متابوليسم سلولي ايجاد مـي غالباً در سلول-

ها و ليپيدها آسـيب برسـاند   ، پروتئينDNAتواند به گردد و مي
هـا را وادار  اي زياد قادر است سلوله]. شيكونين در غلظت23[

كند و در نتيجـه آنهـا را متحمـل     ROSبه توليد مقادير زيادي 
هـاي هپاتومـاي   كنـد. در سـلول  آسيب و در نهايت آپوپتوز مي

-هاي زياد شيكونين سلول، تيمار با غلظتSK-Hep-1 بدخيم
كند و از اتلاف آن مي ROSواني اها را وادار به توليد مقادير فر



 حسيني و همكاران هااثر ضد التهابي شيكونين بر آستروسيت

118 118 
  

وسط غشاي ميتوكندري جلوگيري كـرده و در نهايـت سـلول    ت
ــي  ــوز م ــار آپوپت ــلول دچ ــي س ــه وقت ــردد بطوريك ــا گ ــا را ب            ه

استيل سيستئين پيش  -Nاكسيدانتهايي مانند گلوتاتيون يا آنتي
توانـد سـلول را متحمـل    كنند شيكونين ديگـر نمـي  درماني مي

، تيمـار  MCF-7هاي سرطاني سـينه  ]. در سلول5آپوپتوز كند [
توسـط   ROSهاي زياد شيكونين سبب توليد ها با غلظتسلول

 ERKآنها شـده و بـدنبال آن فعاليـت فسفريلاسـيوني آنـزيم      
]. لـذا  13گـردد [ افزايش يافته و در نتيجه سـلول آپوپتـوز مـي   

هـا  مكانيسم فوق ممكن است توسط شـيكونين در آستروسـيت  
، بـدليل القـاء   NOو دليـل كـاهش توليـد    نيز بروز نموده باشد 

هـاي زيـاد قابـل طـرح     آپوپتوزيز در حضور شيكونين با غلظت
 باشد. 
 IIتوپوايزومراز  DNA: آنزيم II) مهار آنزيم توپوايزومراز 4

، ايـن آنـزيم   باشـد  يم ـهدف بسياري از داروهاي ضد توموري 
شده و پاسـخ سـلولي    DNAباعث از هم گسيختگي دو رشته 

باشـد. امـا   در جهـت بازسـازي آن مـي    DNAهـاي  به آسـيب 
داروهاي ضد توموري آن را مهار كرده و در نتيجه عدم بالانس 

هـا  و بازسازي آن روي فعاليت DNAهاي تخريب بين فعاليت
]. شيكونين نيز يكي 16هاي زنده اثر سوء دارند [و حيات سلول

سـبب  اسـت و   IIاز داروهاي مهار كننده فعاليـت توپـوايزومراز   
ــه  ــا و مــرگ ســلولي مــي DNAآســيب ب     شــود. شــيكونين ب

، A375-S2هاي سـرطاني  هاي زياد قادر است در سلولغلظت
هـاي سـرطاني مغـز    هاي سرطاني كيسـه صـفرا، سـلول   سلول

 DNAآنــزيم   HeLaهــاي ســرطاني   اســتخوان و ســلول 
و  DNAهـاي  را مهار كـرده و بـدنبال آسـيب    IIتوپوايزومراز 

]. 4شـود [ هـا مـي  قطعه قطعه شدن آن منجر به آپوپتوز سـلول 
بنــابراين مكانيســم فــوق ممكــن اســت توســط شــيكونين در 

، NOها نيز بروز نموده باشد و دليل كـاهش توليـد   آستروسيت
هـاي زيـاد   بدليل القاء آپوپتوزيز در حضور شيكونين بـا غلظـت  

 ـ   دون حضـور  قابل طرح باشد. با تأثير شيكونين بـه تنهـايي و ب
LPS ها نتيجه جالب اين بود كـه شـيكونين بـه    بر آستروسيت

گزارش شـده   NOشود و ميزان نمي NOتنهايي موجب توليد 
باشـد،  هاي بدون دريافت تيمار) مـي در حد گروه كنترل (سلول

تــوان نتيجــه گرفــت كــه شــيكونين نيــز ماننــد بنــابراين مــي
مهار فعاليت است كه موجب  LPSمينوسايكلين تنها در حضور 
را  NOهـا شـده و ميـزان توليـد     توكسيك اين ماده بر سـلول 

تـوان  دهد. با توجـه بـه نتـايج مشـاهده شـده، مـي      كاهش مي
شيكونين را به عنوان يك تركيب مـؤثر در درمـان بسـياري از    

هاي نورودژنراتيو كـه  هاي پاتولوژيك مغزي مانند بيمارينقص
ها و در به آسيب نورون هاي فعال شده منجردر آنها آستروسيت

گرفـت. احتمـالاً آثـار     گـردد، در نظـر  مي CNSمجموع آسيب 
جانبي استفاده از اين دارو با توجه به منشاء بيولوژيك آن كمتر 

هاي زيسـتي  از داروهاي ساختگي، شيميايي و نا آشنا با سيستم
ديگر بوده و همين مسئله توجـه بيشـتر بـه شـيكونين، داروي     

هاي وان يك استراتژي جديد براي درمان نقصگياهي را به عن
التهابي نورودژنراتيـو توسـعه خواهـد داد. بـا ايـن حـال اثـرات        

هاي زيـاد در كاربردهـاي دارويـي    سيتوتوكسيك آن در غلظت
بايد دقيقاً مد نظر قرار گيرد، ضمن آنكـه توجـه و خلاقيـت در    

هـاي زيـاد آن نيـز    كاربردهاي احتمالي مفيد آپوپتوتيك غلظت
هاي درماني بالقوه ديگري از اين مـاده بـه   اي از تواناييدريچه

 گشايد.روي محققين مي

 سپاسگزاري
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