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 1403اول اردیبهشت  ی /هفته757 ی/شمارهچهل و دومسال  مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 7/2/1403: چاپتاریخ  30/1/1403تاریخ پذیزش:  1/12/1402تاریخ دریافت: 

  
ای کبد و  های ستاره تولید شده در سلولROS و سطح  NOXsهای  بررسی اثر مهاری ایسورامنتین بر بیان شن

 جلوگیری از پیشرفت فیبروز کبدی نقش آن در

 
1پًر بايرصاد سماوٍ صالحی، 4، َستی بُشتی وسب3عماد مطًر، 2الُام شاکریان ،1زادٌ مریم چراغ ،1مجتبی رشیدی

 

 
 

‌چکیده

شَد. ایسٍراهٌتیي  ٍ تشکیل بیش از حد زخن در کبد ًسبت دادُ هی HSC (Hepatic stellate cells) ای کبد ّای ستارُ بیواری فیبرٍز کبدی اغلب بِ فعال شدى سلَل مقدمه:

ایسٍراهٌتیي بر  ، ًقشهطالعِبرابر فیبرٍز کبدی اثر هحافظتی دارد. در ایي  ، درTGF-β1 (Transforming growth factor beta) فیبرٍشًیک ًاشی ازّای  با هْار بیاى شى
 .ای کبد هَرد بررسی قرار گرفت ّای ستارُ در سلَل ROS( Reactive oxygen species) کبدی ٍ سطح هیساى بیاى فاکتَرّای فیبرٍز

ٍ  75ّای  کشت دادُ شدًد ٍ با غلظت FBS( Fetal Bovine Serum) درصد از 10ّوراُ با  DMEMّا تا رسیدى بِ تراکن هٌاسب در هحیط کشت  ابتدا سلَل ها: روش

 برای ارزیابی فیبرٍز ROSٍ ًیس سطح  α-SMA  ،Collagen1α  ،NOX1 ،NOX2ّای ساعت تیوار شدًد، سپس هیساى بیاى شى 24هیکرٍهَلار از ایسٍراهٌتیي بِ هدت  100
 .کبدی هَرد سٌجش قرار گرفت

 شاّد،ًسبت بِ گرٍُ  TGF-β1از  ng/m2در غلظت  ROSٍ ًیس سطح  α-SMA  ،Collagen1α ،NOX1 ،NOX2ّای ًتایج ًشاى داد کِ هیساى بیاى شى ها: یافته

داری  ًسبت بِ گرٍُ فیبرٍز بِ صَرت هعٌی ROSّا ٍ ًیس سطح  ایسٍراهٌتیي بیاى ایي شىهیکرٍهَلار  100ٍ  75ّای  داری پیدا کرد. ّوچٌیي در حضَر غلظت افسایش هعٌی
 .کاّش یافت

ت افسایش تَلید هاتریکس خارج سلَلی از جولِ فیا ROSّای درگیر در پیشرفت بیواری فیبرٍز کبدی ٍ ًیس افسایش سطح  با افسایش بیاى شى TGF-β گیزی: نتیجه

Collagen1α اًَد از پیشرفت فیبرٍز کبدی جلَگیری کٌد شَد. در ًتیجِ هی ّای درگیر در پیشرفت فیبرٍز کبدی هی ایسٍراهٌتیي باعث کاّش بیاى شىشَد.  هی  .ت

 ّای فعال اکسیصى گًَِ ؛اکسیداز NADPH ؛TGF-β1 ؛هتیل کَئرستیي(-3ایسٍراهٌتیي ) ؛فیبرٍزکبدی واصگان کلیدی:

 
بزرسی اثز مهاری ایشورامنتین بز بیان  .پَر باٍرصاد سواًِ هطَر عواد، بْشتی ًسب ّستی، صالحی، شاکریاى الْام ،هرینزادُ  چراغ ،رشیدی هجتبی ارجاع:

هجلِ داًشکدُ پسشکی . جلوگیزی اس پیشزفت فیبزوس کبدی ای کبد و نقش آن در های ستاره تولید شده در سلولROS و سطح  NOXsهای  صن

 113-120(: 757) 42؛ 1403اصفْاى 

 

 مقدمه

َیبی   ثٍ عىًان یک مکبویعم سرمیمی در دبظخ ثٍ آظییت  ،فیجريز کجذی

ؼیًد کیٍ ثیب سجمیت میبسریکط سیبری ظی ً ی         مسمه کجذی ایجبد می

(Extra cellular matrix  )ECM  َیبی   ؼیًد  عوًویز   مؽخؿ میی

، ظیً  مفیرا ا کی ،    Cي َذبسییز   Bَذبسیز يیريظی مبوىذ َذبسیز 

َبی مشبثً یک ارثی ثٍ عىیًان عًامی     اسشلالار سًدایمىی ي وبَىجبری

 ی دَىیذٌ  وؽیبن  ،(  فیجیريز کجیذ  2، 1اـ ی ایجبد فیجريز کجذی َعشىذ )

ٍ     یک مرح ٍ محًری در دیؽرفز ثیمبری  َبی میسمه کجیذی اظیز کی

رظیذ  عیلايٌ ثیر اییه، ممکیه       اغ ت در ظیريز کجذی ثٍ ايی سًد می

ي  HCC( Hepatocellular carcinomaاظز ثیب کبرظییىًک کجیذی )   

وبرظبیی کجذ مرسجظ ثبؼذ  در وشیجٍ، ؼىبظبیی عًام  دییػ فیجريسییک   

جذیذ کیٍ در ایجیبد فیجیريز کجیذی وایػ دارویذ، از اَمییز ثیبلایی         

 ثرسًردار اظز   

ای کجیذی   َیبی ظیشبرٌ   فیجريشوس کجذ، فعبل ؼذن ظی ًل یىذ ادر فر

 مقاله پصوهشی
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(Hepatic stellate cells )HSCs    (  3کىیذ )   واػ مُمیی را ایویب میی

ي  PDGFای کجذی سحز سأثیر عًامی  رؼیذ )ؼیبم      َبی ظشبرٌ ظ ًل

TGF-βمبوىذ  (، ظبیشًکیه( َبی ا شُبثیIL1β  يTNFαکمًکبیه ،)   َیب

َیبی  HSCؼیًوذ  مشعببجیب ،    ي محفًلار اظشرض اکعیذاسیً فعبل میی 

 کىىذ    فعبل ؼذٌ ثٍ ظىشس مبسریکط سبری ظ ً ی در کجذ کمک می

رظًة کلاشن، ثٍ يیصٌ، واػ مُمی در دیؽیرفز فیجیريز کجیذ ایویب     

اـی ی در مییبن عًامی     میبرکر  ثیٍ عىیًان ییک     TGF-β(  5، 4کىذ ) می

ؼیًد  ثیٍ عىیًان ییک ظییشًکیه       ظیبَر میی   HSCظیبزی   معئًل فعیبل 

ظیبزی   وایػ مرکیسی را در فعیبل    TGF-βدريفیجريسیک ک یذی در کجذ، 

َب را ثٍ میًفیجريثلاظیز سجیذی     کىذ ي آن ای کجذ ایوب می َبی ظشبرٌ ظ ًل

، ویً  کیلاشن   1یىذ مىجر ثٍ افیسایػ ثییبن کیلاشن ویً      اذ  ایه فرومبی می

ؼًد کٍ ثٍ سجمت ثییػ   اي یٍ فیجريز کجذی میغب ت سً یذ ؼذٌ در مراح  

 ( 7، 6کىذ ) از حذ مبسریکط سبری ظ ً ی ي سغییرار ظ ً ی کمک می

 1وً   ی ؼبم  گیروذٌ TGF-βمعیر ظیگىب یىگ آغبز ؼذٌ سًظظ 

غؽیبیی، یعىیی    ی ثب دي وً  گیروذٌ TGF-βآن اظز  در ظغح ظ ًل، 

( سعبمیی  دارد، کییٍ َییر دي دارای  TβRIIي  TβRI) 2ي وییً   1وییً  

، TβRIIثٍ  TGF-βفعب یز ظریه سرئًویه کیىبز َعشىذ  دط از اسفبل 

گییرد ي مشعببجیب     ظبزی برار میی  سحز فعوًریلاظیًن ي فعبل ی گیروذٌ

Smad2/3 (R-Smad) ٍی را در وبحی C     سرمیىبل سیًد ثیب اظیشوبدٌ از

را بیبدر   Smad2/3ظیبزی   کىذ  اییه فعیبل   فعب یز کیىبزی فعوری ٍ می

سؽکی   Smad4 (Co-Smad)ظبزد سب یک کمذ کط َشريمریک ثب  می

یىیذ  اؼًد  ایه فر دَذ، کٍ ظذط ثرای ريوًیعی شن ثٍ َعشٍ مىشا  می

َبی مبسریکط سبری ظ ً ی  َبی مرسجظ ثب دريسئیه ؼبم  ريوًیعی شن

ي ثیٍ دوجیبل آن افیسایػ     NOXsَیبی   مبوىذ کلاشن ي َمچىیه ثیبن شن

ري،  اظییز  از ایییه   ROS (Reactive oxygen species) ظییغح

ثٍ عىًان عىفیر اظبظیی در دیؽیرفز فیجیريز کجیذ       TGF-βظیشًکیه 

 ( 9، 8کىذ ) عم  می

 اییییییسيرامىشیه، ییییییک فلايوًئییییییذ مؽیییییش  ؼیییییذٌ از     

Hippophae rhamnoides L اکعییذاوی، دیذ     ، دارای سًاؾ آوشیی

َیبی کجیذی ي    ا شُبثی ي دذ سًمًری اظز  ثیب مُیبر اسًفیبشی ظی ًل    

(  مغب عبر 11دَذ ) سعریت آدًدشًز، اثرار محبفظشی کجذی را وؽبن می

سًاویذ فیجیريز کجیذی وبؼیی از      اوذ کٍ اییسيرامىشیه میی   بج ی وؽبن دادٌ

CCl4  را ثب ظرکًة ظیگىب یىگSmad  ٍ کیبَػ   TGF-β ی ثب ياظیغ

سًاویذ   (  ثب ایه حبل، مؽخؿ ویعز کٍ آییب اییسيرامىشیه میی   11دَذ )

 NOXsَیبی   سًظظ آوسیم ROSيز کجذی را ثب کبَػ دادن ظغح فیجر

ثیر اییسيرامىشیه ثیٍ   أکبَػ دَذ یب سیر  ایه مغب عٍ ثب َذا ثررظی سی 

، NOX1َیبی   عىًان ییک عبمی  دیذ فیجريسییک ثیر مییسان ثییبن شن       

NOX2 ،Collagen1α  ي ویس ظغحROS ای کجذ  َبی ظشبرٌ در ظ ًل

  اوجبک ؼذٌ اظز

 ها روش

ٍ  :َاHSCکؽز ي سیمبر  ٍ     ی مغب عی اسیلا    ی حبدیر ثیب مجیًز کمیشی

داوؽیییییگبٌ ع یییییًک دسؼیییییکی جىیییییذی ؼیییییبدًر اَیییییًاز    

(IR.AJUMS.REC.1400.512    عراحییی ي اوجییبک ؼییذ  در ایییه )

Sigma، (Fetal bovine serum )مغب عییٍ، ایییسيرامىشیه از ؼییرکز 

FBS  از ؼرکزGibcoظی یه ي اظشردشًمبیعییه  َبی دىی ثیًسیک ، آوشی 

 (Dulbecco's Modified Eagle Medium) ي محیییظ کؽییز  

DMEM  از ؼرکزBio-Idea   اییه مغب عیٍ از    سرییذاری ؼیذوذ  در

ظیی ً ی یییک وییً  از  ی اظییشوبدٌ ؼییذ  ایییه ردٌ LX2ظیی ً ی  ی ردٌ

ـییًرر ورمییبل ي وییبمیرا  ٍ ای کجییذ اوعییبن ثیی  َییبی ظییشبرٌ  ظیی ًل

(Immortalized human hepatic stellate cell  اظیز  اییه ) ٌی رد 

َب، مشبثً یعم رسیىًئیذ  َبی ک یذی ظیگىب یىگ ظبیشًکیه ظ ً ی، يیصگی

ظی ً ی   ی ؼًد کٍ ایه ردٌ کىذ، ي ایه ثبعث می ي فیجريشوس را حوظ می

کجذی اوعیبن ثعییبر    ثرای مغب عبر مجشىی ثر سؽخیؿ ي درمبن فیجريز

 Starvationظیبعز در ؼیرایظ    24َب ثیٍ میذر    مىبظت ثبؼذ  ظ ًل

 111ي  75َیبی   َیب ثیب غ ظیز    ادٌ ؼیذوذ، ظیذط سیمیبر ظی ًل    برار د

ظبعز اوجیبک ؼیذ  ثیرای اوجیبک      24( ثٍ مذر 12میکريمًلار ایسيرامىشیه )

گیريٌ سیمیبر ثیب     -2 ؼیبَذ  گیريٌ  -1 :آزمبیػ ظٍ گريٌ در وظر گرفشٍ ؼذ

TGF-β )گريٌ ایسيرامىشیه )گريٌ درمبن(  -3 ي )گريٌ فییجريز کجذی 

، Real time PCRثٍ مىظیًر اوجیبک    :Real-Time PCRسکىیک 

سیمبر ؼذٌ ثعذ از اسمیبک زمیبن اوکًثبظییًن سًظیظ      LX-2َبی  ظ ًل

آيری ؼیذوذ  ظیذط، محشًییبر د ییز ثیٍ       سریذعیه ازکف د یز جمت

درجٍ ظبوشریویًش گردیذ   4در دمبی  rpm12111دبیاٍ ثب دير  5مذر 

از کیز ثب اظشوبدٌ   RNAظذط، رظًة ظ ً ی جُز اظشخرای سًسبل 

اظیشخرای ي   ،ؼرکز کیبشن )آ مبن( عج  دظشًرا عم  ؼیرکز ظیبزوذٌ  

اًوػ   281ثیٍ   261عًل مًی  ODثب اظشوبدٌ از دظشگبٌ وبوًدراح میسان  سی

ثیب اظیشوبدٌ از کییز سبکیبرا      cDNAثذظز آمیذ  ظیذط ظیىشس     1 2ي عذد 

ثیرای   Real-Time PCRاوجبک ؼذ  ياکیىػ   RNA)شاده( از ريی سًسبل 

ي  NOX1 ،NOX2،α-SMA  ،Collagen1αَیبی   ثیبن شن ظىجػ میسان

GAPDH    ثب اظیشوبدٌ از کییزRealQ Plus 2x Master Mix Green" 

low Rox" (Ampliqon, Denmark  ٌي ثیییب اظیییشوبدٌ از دظیییشگب ) 

Applied Biosystems QuantStudio3       اوجیبک ؼیذ  ؼیري  ثیٍ کیبر

 ی درجییٍ 95سییب دمییبی  RTPCRدظییشگبٌ ثییب حییرارر دادن مح ییًل 

ظییک  دوبسًراظییًن در    41دبیاٍ، ثٍ دوجبل آن  15گراد ثٍ مذر  ظبوشی

ثبوییٍ ي اسفیبل درایمرَیب در     15گراد ثٍ مذر  ظبوشی ی درجٍ 95دمبی 

دبیاٍ ثًد  کی  زمیبن اجیرای     1گراد ثٍ مذر  ظبوشی ی درجٍ 61دمبی 

دبیاٍ ثٍ عًل اوجبمیذ  درایمرَبی مًرد  111ایه دريسک  در ظیعشم مب 

ثبؼیىذ کیٍ از ؼیرکز ظییىبک ًن )اییران(       بدٌ ثیٍ ؼیرز زییر میی    اظشو

ثییٍ عىییًان کىشییرل داس ییی جُییز   GAPDHاز  سریییذاری ؼییذوذ 
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 ورمب یسٌ کردن ثیبن شن اظشوبدٌ ؼذ 

 -'NOX1 : 5سیییییییییًا ی رفیییییییییز شن 

AGGCTCCAGACCTCCATTGA- 3' 

 -'NOX1: 5سییییییییییًا ی ثرگؽییییییییییز شن 

AAGGCAAGGCAGTTCCGAG- 3' 

 -'NOX2 : 5سیییییییییًا ی رفیییییییییز شن 

GGCATTCGTAGTACAGCTCA- 3' 

-'NOX2: 5سییییییییییییًا ی ثرگؽییییییییییییز شن  

ATTGGTCCTCGGGAGTCAGA- 3' 

 -'α-SMA : 5سییییییییًا ی رفییییییییز شن  

GCCATCTTCATTGGGATGGA- 3' 

 -'α-SMA : 5سییییییییًا ی ثرگؽییییییییز شن 

CCCTGACAGGACGTTGTTA- 3' 

 -'Collagen1α : 5سیییییییًا ی رفیییییییز شن  

CCGATGGATTCCAGTTCGAGT- 3' 

 -'Collagen1α : 5سیییییییًا ی ثرگؽیییییییز شن 

GGGACTTCTGAGGTTGCCA- 3' 

 -'GAPDH : 5سییییییییًا ی رفییییییییز شن  

CTCTCTGCTCCTCCCTGTTC- 3' 

-'GAPDH : 5سیییییییییًا ی ثرگؽیییییییییز شن  

CGATACGGCCAAATCCGTTC- 3' 

در : در ظی ًل  (ROS) آزاد یَیب  کبلیراد ذیسً  سانیم یریگ اوذازٌ

َیذريف ًرظیئیه( ثیرای    )دی ک یريدی  DCHF ی ایه ريغ، از میبدٌ 

 DCHFؼیًد    اظیشوبدٌ میی   ROSَبی فعیبل اکعییصن    ؼىبظبیی گًوٍ

زداییی را دارد کیٍ سًظیظ     َیبی زویذٌ ي اظیشری    سًاوبیی ووًر ثٍ ظ ًل

ؼًد ي مىجر ثٍ گیر افشبدن آن  َبی اظشراز داس  ظ ً ی کبسب یس می آوسیم

ٍ د  دط از ثبزظبزی سًظیظ  گرد در داس  ظ ًل می َیبی اکعییصن    گًوی

دَذ  ف ًرظیبوط   سًاؾ ف ًرظبوط را وؽبن می ROS ،DCHF آزاد

سییًان در عییًل مییًی   ظییبعت ؼییذٌ سًظییظ ایییه ف ًريفییًر را مییی  

وبوًمشر، ثب اظیشوبدٌ از ف یًرمشری ثیب ـیوحٍ      525/485سحریک/اوشؽبر 

114ثٍ سعیذاد   LX-2َبی  گیری کرد  ثٍ َمیه مىظًر، ظ ًل اوذازٌ
⨯5 

َیبی   ظیبعز، ظی ًل   24بیرار دادٌ ؼیذ  ثعیذ از     ظ ًل در َر چبَک

LX-2 ثب TGFβ1   ثب غ ظیزng/ml2    ظیبعز اوکًثیٍ    24ثیٍ میذر

میکريمًلار ایسيرامىشیه  111ي  75َبی  َب ثب غ ظز ؼذوذ  ظذط ظ ًل

َیب   ظبعز اوکًثٍ ؼذوذ  در دبیبن زمبن اوکًثبظیًن، ظ ًل 24ثٍ مذر 

ثییٍ َییر  DCHFاز مح ییًل  µM25ؼعشؽییً دادٌ ؼییذوذ ي  PBSثییب 

درجیٍ بیرار دادٌ    37دبیاٍ در دمیبی   31چبَک ادبفٍ ؼذ ي ثٍ مذر 

ؼذ  ثعذ ازاسمبک زمبن فً ، ف ًرظبوط در عًل میًی سحریک/اوشؽیبر   

ظیبسز   6271وبوًمشر، ثب اظشوبدٌ از دظشگبٌ ف ًریمشر میذل   525/485

 گیری گردیذ   اوگ یط اوذازٌ Jenwayکمذبوی 

َیبی حبـی  ثیٍ ـیًرر        دادٌآزمبیؽبر ظٍ ثیبر سکیرار ؼیذوذ   

 Tukeyي  ANOVA( ي ثب اظشوبدٌ از آزمًن اوحراا معیبر± میبوگیه)

  24ی  وعیییییییخٍ SPSSافیییییییسار  ثیییییییٍ کمیییییییک ویییییییرک 

(version 24, IBM Corporation, Armonk, NY)  مًرد سجسیٍ ي

  در وظر گرفشٍ ؼذ (P < 15/1) داری سح ی  برار گرفشىذ  ظغح معىی

 

 ها افتهی

شن َیبی دريفیجريشوییک    mRNAثررظی مًرفً ًشی ظ ًل َب ي ثیبن 

، LX2َیبی   ثب سًجٍ ثٍ فىًسیخ ي ظبَر ظی ًل  :در حضًر ایسيرامىشیه

َیبی فیجريشوییک    ظیبکه ثیٍ میًفیجريثلاظیز    HSCَیبی   سجذی  ظ ًل

َیبی فعیبل ؼیذٌ     َب اظیز  ظی ًل   ؼبسؿ اي یٍ فعبل ؼذن ایه ظ ًل

َیب سجیذی     ثًدوذ ي ثیٍ میًفیجريثلاظیز  داؼشىذ کٍ درازسر  ديکیؼک   

َیبی   َبی غیرفعبل ساریجب  گرد ثًدوذ  ؼیک  ظی ًل   ؼذوذ، امب ظ ًل می

 1ي اییسيرامىشیه در ؼیک     TGF-βَبی سیمبر ؼذٌ ثیب   کىشرل ي ظ ًل

(A, B, Cوؽبن دادٌ ؼذٌ اظز  ثٍ مى )ًر ثررظی اثر اییسيرامىشیه ثیر   ظ

ثشیذا ثیٍ عىیًان گیريٌ     ا ،α-SMA  ،Collagen1αَیبی  میسان ثییبن شن 

ثیٍ مىظیًر    ng/ml2 ثب غ ظز TGF-βَب ثب  فیجريز کجذی، سیمبر ظ ًل

ظبعز اوجبک ؼذ   24آظیت ظ ً ی ي ایجبد ؼرایظ فیجريسیک ثٍ مذر 

 دريفیجريشوییک رکیر ؼیذٌ ثیب سکىییک       َیبی  شن mRNAظیذط ثییبن   

Real-Time PCR ٌ24گیری ؼذ  ظذط گريٌ درمبن ویس دط از  اوذاز 

میکريمیًلار از   111ي  75َیبی   ثیب غ ظیز   TGF-βبر ثیب  ظبعز سیمی 

ظبعز سیمبر ي اوکًثٍ ؼذوذ  وشیبی  وؽیبن داد    24ایسيرامىشیه ثٍ مذر 

ي  75َیبی   در غ ظیز  α-SMA  ،Collagen1αَبی کٍ میسان ثیبن شن

کییبَػ  TGF-βمیکريمییًلار ایییسيرامىشیه وعییجز ثییٍ گییريٌ     111

 ( D,E، 1)ؼک   (P < 15/1) داری داؼشىذ معىی

ثیٍ  : در حضًر ایسيرامىشیه NOX1  ،NOX2َای شن mRNAثیبن 

 NOX1  ،NOX2َیبی  مىظًر ثررظی اثر ایسيرامىشیه ثر میسان ثیبن شن

ثب غ ظیز   TGF-βَب ثب  اثشذا ثٍ عىًان گريٌ فیجريز کجذی، سیمبر ظ ًل

ng/ml 2    ثٍ مىظًر آظیت ظ ً ی ي ایجبد ؼرایظ فیجريسیک ثیٍ میذر

 NOX1  ،NOX2َیبی  شن mRNAظبعز اوجبک ؼذ  ظذط ثییبن   24

اوذازٌ گیری ؼذ  ظذط گريٌ درمبن وییس   Real-Time PCRثب سکىیک 

 ي  75َیییبی  ثیییب غ ظیییز TGF-βظیییبعز سیمیییبر ثیییب  24دیییط از 

ي اوکًثیٍ   ظیبعز سیمیبر   24میکريمًلار از ایسيرامىشیه ثٍ میذر   111

در  NOX1 ،NOX2َیبی   ؼذوذ  وشبی  وؽبن داد کیٍ مییسان ثییبن شن   

 میکريمییًلار ایییسيرامىشیه وعییجز ثییٍ گییريٌ   111ي  75َییبی  غ ظییز

TGF-β داری داؼشىذ کبَػ معىی (15/1 > P)   ؼک(2 ،A, B ) 

ثیٍ مىظیًر ثررظیی اثیر      :(ROSَیبی آزاد )  میسان سً ییذ رادیکیبل  

َیبی   ( در ظی ًل ROSَیبی آزاد )  رادیکیبل  ایسيرامىشیه ثر میسان سً یذ

LX2َیب ثیب    سیمبر ظ ًل ،، اثشذا ثٍ عىًان گريٌ فیجريز کجذیTGF-β  ي

ثٍ مىظًر آظیت ظ ً ی ي ایجبد ؼیرایظ فیجريسییک    ng/ml2ثب غ ظز 

درين ظی ً ی   ROSظبعز اوجبک ؼذ  ظذط میسان سً یذ  24ثٍ مذر 

 گیری ؼذ   اوذازٌ
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، ضکل ضاَدوسب بٍ گريٌ  ng/ml TGF-β2 َای تیمار ضدٌ با غلظت (: مًرفًلًشی سلًلB، ضکل )ضاَدَای گريٌ  (: مًرفًلًشی سلًلA. ضکل )1ضکل 

(Cمًرفًلًشی سلًل ):  ٌَای تیمار ضدٌ با ایسيرامىتیه وسبت بٍ گريTGF-β می ( باضد. ضکلD, E بیان :)mRNA َای  شنα-SMA  يCollagen1α  در حضًر

 Collagen1αي  α-SMAَای  شن mRNA( ي تغییرات بیان میاوگیه ±اوحراف معیار : وتایج حاصل از سٍ بار تکرار بصًرت )LX2سلًلی  ی ایسيرامىتیه در ردٌ

بٍ گريٌ  وسبت ng/ml TGF-β2 در غلظت Collagen1αي  α-SMAَای  بیان شن ،گسارش ضدٌ است. مطابق ضکل ضاَدساعت وسبت بٍ گريٌ  24در زمان 

در  Collagen1αي  α-SMAَای  َمچىیه بیان شن .(P < 001/0ي **:  TGF-β vs Control 01/0 > P)***: داری افسایص پیدا کرد  بصًرت معىی ضاَد

. (P < 05/0ي  Isor vs TGF-β 01/0 > P: #) داری پیدا کردٌ است ، کاَص بیان معىیTGF-βمیکريمًلار ایسيرامىتیه وسبت بٍ گريٌ  100ي  55َای  غلظت

 بٍ عىًان شن مرجع استفادٌ ضدٌ است. GAPDH در وظر گرفتٍ ضد. از شن P < 05/0 داری سطح معىی

 

ثیب   TGF-βظیبعز سیمیبر ثیب     24ظذط گريٌ درمبن ویس دیط از  

ظیبعز   24از ایسيرامىشیه ثٍ مذر  میکريمًلار 111ي  75َبی  غ ظز

درين  ROSوؽیبن داد کیٍ مییسان سً ییذ      سیمبر ي اوکًثٍ ؼذوذ  وشیبی  

میکريمًلار از ایسيرامىشیه وعجز ثیٍ   111ي  75َبی  ظ ً ی در غ ظز

  (3)ؼک   (P < 15/1) داری دیذا کرد کبَػ معىی TGF-βگريٌ 

 

 بحث

َیبی يیريظیی )مبوىیذ     یک ثیمبری مسمه وبؼی از عوًوز ،فیجريز کجذ

(، ظً  مفیرا ا کی  ي َمچىییه اسیشلالار     Cي  Bيیريض َذبسیز 

مشبثً یک ي شوشیکی اظز  ایه يدعیز مىجیر ثیٍ سجمیت غییر عجیعیی      

ؼًد  در حیبل   َبی مبسریکط سبری ظ ً ی از جم ٍ کلاشن می دريسئیه

ثر ي کبرآمیذ ثیرای درمیبن    ؤحبدر، فاذان داريَبی دذ فیجريسییک می  

 (  14 ،13یک چب ػ جُبوی مُم اظز )فیجريز کجذی 

در چىذ ظبل اسیر، اظشوبدٌ از داريَبی مؽش  ؼیذٌ از گیبَیبن ثیٍ    

درمبوی افسایػ یبفشٍ اظیز  اییسيرامىشیه،    ی عًر ببث  سًجُی در زمیىٍ

 ییییییک سرکییییییت فلايوًئییییییذی، در ثیییییر ، گییییی  ي مییییییًٌ 

Hippophae rhamnoides L. ،Ginkgo biloba L  ي ظبیر گیبَیبن  

 دارد  يجًد 

اًد میی   یکییی از مُییم   ،ایییسيرامىشیه   َیییبی  ثرٌ در میییًٌ ؤسیییریه میی

Hippophae rhamnoides L  َبی  ي ثرGinkgo biloba L    ٍاظیز کی

شیک از جم ٍ محبفظیز از ب یت ي     ًً دارای عیف يظیعی از اثرار فبرمبک

ثیبکشری ي   ، آوشیی ناکعییذا  عري ، وایػ دیذ ا شُیبثی، دیذ سًمیًر، آوشیی      

اکعییذاوی دارد    ایسيرامىشیه در فیجیريز َیم وایػ آوشیی    يیريض اظز   آوشی

شییییک اییییسيرامىشیه ثیییٍ سىظییییم    ًً ، NF-κB, TGF-βاثیییرار فبرمبک

PI3K/AKT ،MAPK   اًمیی  دییبییه ي ظییبیر معیییرَبی ظیییگىب یىگ ي ع

 ؼًد    دظز آن مرثًط می
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 ± اوحراف معیار: وتایج حاصل از سٍ بار تکرار بصًرت )LX2سلًلی  ی در حضًر ایسيرامىتیه در ردٌ NOX2ي  NOX1َای  شن mRNA. بیان 2ضکل 

ي  NOX1َای  بیان شن ،گسارش ضدٌ است. مطابق ضکل ضاَدساعت وسبت بٍ گريٌ  24در زمان  NOX2ي  NOX1َای  شن mRNA( ي تغییرات بیان میاوگیه

NOX2  در غلظتng/ml TGF-β2  ٌبصًرت معىی ضاَدوسب بٍ گري ***( داری افسایص پیدا کرد: , TGF-β vs Control001/0 > P)َای  . َمچىیه بیان شن

NOX1  يNOX2 میکريمًلار ایسيرامىتیه وسبت بٍ گريٌ  100ي  55َای  َا با غلظت پس از تیمار سلًلTGF-βداری پیدا کردٌ است ، کاَص بیان معىی (# :

Isor vs TGF-β 01/0 > P  05/0ي > P)05/0داری  . سطح معىی > P در وظر گرفتٍ ضد. از شن GAPDH .بٍ عىًان شن مرجع استفادٌ ضدٌ است 

 

 
 ی سلًلی در حضًر ایسيرامىتیه در ردٌ درين ROS. میسان تًلید 3ضکل 

 ± اوحراف معیار: وتایج حاصل از سٍ بار تکرار بصًرت )LX2سلًلی 

ساعت وسبت  24سلًلی در زمان  درين ROS( ي تغییرات تًلید میاوگیه

 ROSگسارش ضدٌ است. مطابق ضکل میسان تًلید  ضاَدبٍ گريٌ 

بصًرت  ضاَدوسب بٍ گريٌ  ng/ml TGF-β2سلًلی در غلظت  درين

(. TGF-β vs Control001/0 > P ,: داری افسایص پیدا کرد )*** معىی

 ي  55َای  لی در غلظتسلً درين ROSَمچىیه میسان تًلید 

، کاَص بیان TGF-βمیکريمًلار ایسيرامىتیه وسبت بٍ گريٌ  100

(. سطح  Isor vs TGF-β05/0 >P ,: #داری پیدا کردٌ است ) معىی

 در وظر گرفتٍ ضد. P < 05/0داری   معىی

را از  ABTSي رادیکیبل   DPPHسًاویذ رادیکیبل    ایسيرامىشیه می

 یذیییذی میشًکىییذری کجییذ را در ؼییرایظ  اظیییًنثیییه ثجییرد ي دراکعیذ

اکعییذاوی از سیًد وؽیبن دَیذ      آزمبیؽگبَی مُبر کىذ ي فعب یز آوشیی 

دارای عیف يظیعی از اثرار دیؽیگیراوٍ ي درمیبوی    ،ایسيرامىشیه  (11)

( 17( ي عیري  مغیسی )  16، 15عريبیی )  -َبی ب جیی  ثر ريی ثیمبری

َیبی اویذيس یبل،    اظز، مبوىذ دذ سف ت ؼراییه، محبفظیز از ظی ًل  

دذ ایعیکمی میًکیبرد، دیذ فؽیبرسًن، دیذ َیذًگ یعیمی ي دیذ        

عريبی ساریجب  ثب  -سريمجًز  اثرار محبفظشی ایسيرامىشیه ثر ظیعشم ب جی

اکعیذاوی، دذ ا شُبثی ي دذ آدًدشًز مرسجظ اظز  عیلايٌ   سًاؾ آوشی

سًاوذ عم کرد عفجی را ثُجًد ثخؽیذ،   ثر ایه، ایسيرامىشیه َمچىیه می

ؼىبسز ي حبفظٍ را ساًیز کىذ ي از اسیشلالار عفیجی ج یًگیری ي    

 ( 11َب را درمبن کىذ ) آن

سًاویذ از   در ایه مغب عٍ، مب ثررظی کردیم کٍ آییب اییسيرامىشیه میی   

ج یًگیری   TGF-βدیؽرفز فیجريز در مذل فیجیريز کجیذی وبؼیی از    

 ي  75َیبی   کىذ  وشیبی  حبـی  از اییه مغب عیٍ وؽیبن داد کیٍ غ ظیز       

دار مییسان   سًاوذ ثبعث کبَػ معىیی  میکريمًلار از ایسيرامىشیه می 111

در زمیبن   NOX2ي  α-SMA  ،Collagen1α ،NOX1 َیبی  ثیبن شن

، کیٍ  دادویذ ؼًد  مغب عیبر وؽیبن    TGF-βظبعز وعجز ثٍ گريٌ  24

سیریه معییرَبی ظییگىب یىگ     یکیی از مُیم   TGF-βظیگىب یىگ  معیر

(  در 18درگیر در دیؽرفز ي دیبسًشوس ثیمیبری فیجیريز کجیذی اظیز )     

وایػ اـی ی را    ،َبی فعبل ؼیذٌ HSCريوذ دیؽرفز فیجريشوس کجذی، 
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َبی  (  ظ ًل1کىىذ ) در کجذ ثبزی می ECMثٍ عىًان مىجت اـ ی سً یذ 

( ماذار ببثی  سیًجُی میبسریکط سیبری     HSCsای فعبل کجذی ) ظشبرٌ

َبی مبسریکط عبم ی  کىىذ ي سرؼح ثیػ از حذ دريسئیه ظ ً ی آزاد می

َیبی میسمه کجیذی اظیشرض      در ایجبد فیجیريز کجیذی اظیز  ثیمیبری    

را ثٍ عىًان یک يیصگی مؽخؿ  OS( Oxidative stressاکعیذاسیً )

ظیبزی   دَىذ ي ایه اظشرض اکعیذاسیً وایػ اظبظیی در فعیبل    وؽبن می

HSCَبی اکعیصن فعبل  َب گًوٍ یزکىذ  َذبسًظ َب ایوب میROS   سً ییذ

ظیبزی دیبراکریه    َیبی فعیبل   کىىذ کٍ ثٍ وًثٍ سًد ثٍ عىًان ظیگىبل می

 (  21، 19کىىذ ) َب عم  میHSCثرای سحریک فعبل ؼذن 

َییب را  ای از آوییسیم سییبوًادٌ NADPH (NOXs) اکعیییذازَبی

ىیذ  ، مبوROSَبی فعبل اکعیصن  دَىذ کٍ معئًل سً یذ گًوٍ سؽکی  می

ظًدراکعیذ یب دراکعیذ َیذريشن َعشىذ کٍ عم کردَبی مخش وی را در 

َبی دعشبوذاران َویز   دَىذ  ظ ًل دَی میسثبن اوجبک می دفب  ي ظیگىبل

را ثییبن   DUOX2ي  NOX1-5 ،DUOX1َبی  ثٍ وبک NOXایسيفرک 

َبی مشف  ثٍ غؽب  َعشىذ کیٍ   آوسیم NOXَبی  کىىذ  سمبک ایسيفرک می

ٍ ثبؼیىذ  میياثعشٍ  NADPHثرای فعب یز سًد ثٍ  فیجیريز   ی   در زمیىی

ای  َیبی ظیشبرٌ   ثٍ يیصٌ در ظ ًل NOX2ي  NOX1َبی  کجذ، ایسيفرک

( ثرجعشٍ َعشىذ ي واػ مُمی در ایجبد اییه يدیعیز   HSCsکجذی )

 َیبی  واػ مُمیی در دبظیخ ا شُیبثی ي فیجیريز در اویذاک      NOXداروذ  

َیب از عریی  سً ییذ    NOXکىذ  در کجیذ،   مخش وی از جم ٍ کجذ ایوب می

ROS ای کجذ، ي کمک ثیٍ فیجیريز    َبی ظشبرٌ ظبزی ظ ًل مىجرثٍ فعبل

ٍ   NOXکجذی می ؼًوذ   َیبی فعیبل    َب ثٍ عىًان مىجیت مُمیی از گًوی

گیری   کىىذ ي وایػ مُمیی در مییبوجی    در کجذ عم  می ROSاکعیصن 

در  TGF-βي  II ،PDGFاز آوصیًسبوعییه  َبی فیجريشویک وبؼی  دبظخ

ٍ ( ي مبکريفبشَب داروذ  HSCsای کجذی ) َبی ظشبرٌ ظ ًل ای  در مغب عی

َیب، مشعببیت   HSCکٍ فبگًظیشًز اجعبک آدًدشًز سًظظ  ٌ ؼذوؽبن داد

ي سً ییذ فیرايان    NOXَبی کجذی، مىجر ثیٍ فعیبل ؼیذن     مر  ظ ًل

فیجیريز کجیذی فیراَم    ای ثیرای ایجیبد    یىذ دبیٍاؼًد  ایه فر کلاشن می

 ( 21کىذ ) می

سبکىًن مغب عبر مخش وی اثرار محبفظشی ایسيرامىشیه در ممبوعیز  

( در میًغ  CCl4از دیؽرفز فیجريز کجذی وبؼی از سشراک ریذ کیرثه ) 

اوذ  ایسيرامىشیه ثب کبَػ سً یذ مبسریکط سبری ظ ً ی  را ثررظی کردٌ

(ECMي سعریت اسًفبشی از فیجريز کجذ محبفظز م )کىذ  ایه اثیرار   ی

وعجز دادٌ ؼیذٌ   TGF-β1/Smadمحبفظشی ثٍ مُبر معیر ظیگىب یىگ 

ثری را در ثییبن  ؤمیب، اییسيرامىشیه کیبَػ می     ی مغب عٍ(  در 22اظز )

یک وؽبوگر  α-SMAوؽبن داد   α-SMAي  NOX1 ،NOX2َبی  شن

از ییک   HSCsای کجیذی   َیبی ظیشبرٌ   حیبسی اظز کیٍ اوشایبل ظی ًل   

فىًسیخ غیرفعبل ثٍ یک فىًسیخ فعبل )میًفیجريثلاظیز( را در حضیًر   

TGF-β دَی مشعبرا فعیبل ؼیذٌ سًظیظ     دَذ  معیر ظیگىبل وؽبن می

TGF-β ٌوً   ی از عری  گیروذI ؼًد  در ظغح ظ ً ی،  آن ياظغٍ می

TGF-β  ٌ2ي  1دًؼؽییی غؽییبیی، وییً    ی ثییب دي گیروییذ (TβRI  ي

TβRIIسرئًویه کیىبز َعشىذ، سعبمی   -ی فعب یز ظریه(، کٍ َر دي دارا

فعوری ٍ ؼذٌ ي فعیبل   TβRII ،TβRIثٍ  TGF-βدارد  دط از اسفبل 

َیبی ظیریه    مبویذٌ  در ثیببی  Smad2/3( R-Smad) ؼیًد، مشعببجیب    می

ؼییًد  در وشیجییٍ،  َییب فعییوری ٍ مییی سرمیىییبل آن C ی سییبؾ در وبحیییٍ

Smad3/2  ٍسًاوییبیی اسفییبل ثیی(Smad4 Co-Smadرا )  ثییٍ دظییز

دَذ کٍ ثٍ َعیشٍ مىشای     آيرد ي یک کمذ کط َشريمری سؽکی  می می

َیبی   ي دیريسئیه  NOXَیبیی مبوىیذ    ؼًد  ظذط ایه مجمًعیٍ شن  می

 (  18کىذ ) مبسریکط سبری ظ ً ی مبوىذ کلاشن را ريوًیعی می

مغب عبر دیؽیه وؽبن دادوذ کٍ ایسيرامىشیه از عری  فعیبل کیردن   

ٍ   ROS، مُیبر سً ییذ   Nrf2-AREظیگىب یىگ  ي  TGF-β ی ثیب ياظیغ

، TGF-β/Smadمشعببجیییب  ظیییرکًة معییییر ظییییگىب یىگ کلاظییییک 

کىذ  ایه مىجر ثٍ مُبر ثیبن شن فیجريز  را ظرکًة می HSCظبزی  فعبل

ؼًد ي در وشیجٍ اثر مُبری ثر فعبل ؼذن  می PAI-1ي  α-SMAؼبم  

HSC ؼیًد   ج یًگیری میی  کىذ ي در وشیجٍ از فیجريز کجذی  اعمبل می

ٍ   ROSمب وؽبن داد کٍ اییه مُیبر سً ییذ     ی (  مغب ع11ٍ)  ی ثیٍ ياظیغ

سً ییذی   ROSثبؼذ کٍ ثیب کیبَػ    می NOX2ي  NOX1کبَػ ثیبن 

َمراٌ اظز کٍ در وُبییز مىجیر    TGFβ1َبی فعبل ؼذٌ ثب  HSCدر 

داوییم اظیشرض    ؼیًد  َمیبن عیًر کیٍ میی      ثٍ ثُجًد فیجريز کجذی میی 

َبی اـ ی در ایجبد فیجريز ي مر  ظ ً ی از  محرکاکعیذاسیً یکی از 

عرییی  ایجییبد آظیییت ظیی ً ی ي آظیییت کجییذی اظییز  در دبظییخ ثییٍ  

ا شُیبثی مبوىیذ    َیبی دییػ   َبی کجذی ي افسایػ سرؼح ظییشًکیه  آظیت

TGF-β ،HSCؼًوذ کٍ مىجر ثٍ رظیًة   َب از حب ز ظکًن فعبل می

ً ی     بییز ایجیبد اظیکبر     ECMثیػ از حذ میبسریکط سیبری ظی  ي در وُ

ٍ      ی (  مغب ع23ٍؼًد ) می کیبَػ   ی مب اثیر حویبظشی اییسيرامىشیه ثیٍ ياظیغ

NOX1  يNOX2  در کبَػROS  درHSC   سحریک ؼذٌ ثیبTGF-β1 

بییز سًظیظ اییه      ري، ثب ظرکًة ثیبن شن را وؽبن داد  از ایه َبیی کیٍ در وُ

ً ییذ میبسریکط سیبری     معیر ظیگىب یىگ فعبل می ً ی کیبَػ   ؼًوذ، س ظی 

جًد ک ی فیجريز کجذی می می    ؼًد  یبثذ کٍ مىجر ثٍ ثُ

 

 گیری نتیجه

َیبی   ثٍ عًر سلاـٍ، درمبن ثب ایسيرامىشیه در وُبیز از فعبل ؼذن ظ ًل

کىذ، در وشیجٍ آظیت کجیذی وبؼیی    ج ًگیری می HSCsای کجذی  ظشبرٌ

    ٍ َیبی اکعییصن فعیبل در ؼیرایظ      از سجمت ثییػ از حیذ کیلاشن ي گًوی

دَذ  ایسيرامىشیه بیبدر اظیز ثیب کیبَػ ثییبن       آزمبیؽگبَی را کبَػ می

NOX1  يNOX2  مىجر ثٍ کبَػROS  سً یذی درHSC   َیبی فعیبل

َبی فیجريز کجذی  ؼًد ي ایه امر ثبعث کبَػ ثیبن شن TGF-β1ؼذٌ ثب 

ؼًد کیٍ وؽیبن از ثُجیًد فیجیريز      می α-SMAي  Collagen1αاز جم ٍ 
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ٍ   TG-Fβکجذی ي مُبر معییر ظییگىب یىگ    َیب ؼیًاَذ    را دارد  اییه یبفشی

کىىذ کٍ اییسيرامىشیه ممکیه اظیز ثیٍ عىیًان ییک        ای ارائٍ می کىىذٌ ببوت

  عبم  امیذيارکىىذٌ ثرای درمبن فیجريز کجذ ظبَر ؼًد
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Abstract 

Background: Liver fibrosis disease is often attributed to the activation of Hepatic Stellate Cells (HSC) and 

excessive scarring in the liver. Isoramantin has a protective effect against liver fibrosis by inhibiting the expression 

of fibrogenic genes caused by Transforming growth factor beta (TGF-β1). In this research, the role of Isorhamnetin 

in inhibiting the activation of liver stellate cells has been investigated.  

Methods: First, the cells were cultured in DMEM culture medium with 10% of Fetal Bovine Serum (FBS) until 

reaching the appropriate density, and were treated with 75, 100 μM of Isorhamnetin for 24 hours, then the 

expression levels of NADPH Oxidase (NOX1, NOX2), Collagen1α, alpha-smooth muscle actin (α-SMA) and 

Reactive oxygen species (ROS) levels were measured to evaluate liver fibrosis. 

Findings: The results showed that the expression level of NOX1, NOX2, Collagen1α, and α-SMA genes and the 

level of ROS in the concentration of 2ng/m of TGF-β increased significantly compared to the control group. 

Also, in the presence of 75 and 100 μM Isorhamnetin, the expression of these genes and the level of ROS 

decreased significantly compared to the fibrosis group. 

Conclusion: TGF-β increases the expression of genes involved in the progression of liver fibrosis and increases 

the level of ROS, which increases the production of extracellular matrix, including collagen 1α. Isorhamnetin 

reduces the expression of genes involved in the development of liver fibrosis. Thus, it can prevent the 

development of liver fibrosis. 

Keywords: Liver fibrosis; Isorhamnetin (3-methylquercetin); Transforming growth factor beta; NADPH 

Oxidase; Reactive oxygen species 
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