
 

  

  ايران ن،اطفها اصفهان، پزشكي علوم پزشكي،دانشگاه ي دانشكده ايمونولوژي، گروه ارشد، كارشناس 1
  ايران اصفهان، اصفهان، پزشكي علوم دانشگاه پزشكي،ي  دانشكده ايمونولوژي، گروه استاديار، 2

    Email: marjangh@gmail.com  قراگوزلو مرجان دكتر :ي مسؤول نويسنده
  

  1321  1391 هفته اول آبان/ 203شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

www.mui.ac.ir  

   ژوهشيمقاله پ  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 10/7/91: تاريخ پذيرش         15/4/91: تاريخ دريافت  1391هفته اول آبان ماه/203شماره /ام سيسال

  
ي  فعال شده Tهاي  در سلول PI3K-AKTبررسي اثر سيليمارين بر مسير سيگنالينگ 

  In vitroانساني در شرايط 
  

  2دكتر مرجان قراگوزلو ،1الهه نوري جاويد
  
  

  چكيده
است  Silybum marianum با نام علمي )Milk thistle(يك كمپلكس فلاونوليگنان مشتق از گياه خار مريم ) Silymarin(سيليمارين  :مقدمه

ولي  ،سيليمارين به خوبي شناخته شده استچه اثرات حفاظت كبدي  اگر. دهد ضد سرطاني از خود نشان مي ضد التهابي و ،حفاظت كبديكه اثرات 
 PI3K-AKT سيگنالينگ مسيرسيليمارين بر  راث ،در اين مطالعه. تا حد زيادي ناشناخته مانده است T هاي بر روي لنفوسيت آن اثرات

)Phosphatidylinositol 3 kinase (هاي  در سلولT انساني در شرايط ي فعال شده In vitro بررسي شد. 

از خون افراد داوطلب سالم جداسازي  )PBMCsيا  Peripheral blood mononuclear cells( اي خون محيطي هاي تك هسته سلول :ها روش
 .تحريك شدليتر  ميكروگرم در ميلي 2با غلظت  anti-CD28بادي مونوكلونال  و آنتي) PHA يا Phytohemagglutinin(فيتوهماگلوتينين و با شد 

 72به مدت ) DMSO )Dimethyl sulfoxideشاهد سيليمارين و  ميكرومول 100با غلظت  RPMI 1640ها در محيط كشت كامل  سپس سلول
 .قرار گرفت ELISAتحت آزمايش ي سلول ي پس از آن عصاره. گراد انكوبه شدند سانتي ي درجه 37ساعت در 

) Ser235/236( لكولوم سلولي داخل سطح توجه قابل كاهش ساعت، باعث 72 مدت به ميكرومول 100 غلظت با سيليمارين :ها يافته
Phosphorylated-S6 024/0(بود  دار معني آماري لحاظ از كاهش اين ؛شد ،مسير سيگنالينگ نقش دارد در كه  =P(، بل توجهي در ولي تغيير قا

 .مشاهده نشد Phospho-Aktو  Aktمانند  هاي مؤثر در اين مسير ساير مولكولسطح سلولي 

 .بررسي شد، هايي كه در اين مسير نقش دارند با ارزيابي سطح مولكول PI3K/AKT سيليمارين بر مسير سيگنالينگدر اين مطالعه اثر : گيري نتيجه
بر  خود را سيليمارين اثر مهاريممكن است همچنين . ددارا كاهش  Phospho-S6 قابل توجهي سطح سلوليطور ه نتايج نشان داد كه سيليمارين ب

  .كند اعمال PI3K/AKTهاي مسير  از طريق مهار برخي از مولكول ،T هاي تكثير لنفوسيت
  Tهاي  سلول، PI3K-AKT سيگنالينگ سيليمارين، :واژگان كليدي

 
  مقدمه

ك كمـپلكس فلاونوليگنـان   ي) Silymarin(سيليمارين 
بـا نـام علمـي     )Milk thistle(مشتق از گياه خار مريم 
Silybum marianum به دليـل اثـرات    اين دارو. است

سـت كـه بـراي درمـان     ا ها سال كبدي خود، محافظت
اثــرات . شــود هــاي كبــدي اســتفاده مــي    بيمــاري

ــي ــرطاني     آنت ــد س ــلولي و ض ــافظ س ــيداني، مح اكس
 تعددي نشـان داده شـده اسـت   سيليمارين در مقالات م

توجه محققان به اثرات تعديل ايمنـي   به تازگي. )2-1(
)Immunomodulatory ( اين گياه معطوف شده اسـت .

ــا  ــه ام ــوز نكــات مجهــول بســياري در زمين ــر  ي هن اث
بعضـي از  . هاي ايمني وجـود دارد  سيليمارين بر سلول
ر اند كه اثر مهاري سيليمارين بر تكثي مقالات نشان داده

در شرايط آزمايشگاهي با مهار توليـد   T هاي تلنفوسي
IL-2 )Interlukin-2 ( وIFN-γ )Interferon-γ ( همراه
 ديگـر  كه در بعضي مقـالات  حال آن ).3-10( باشد مي
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گـزارش   T هاي اثرات تحريكي اين دارو بر تكثير سلول
هـا غلظـت    دليل اصلي اين تفـاوت ). 11- 14( شده است

متفــاوت آزمايشــات انجــام شــده ســيليمارين و شــرايط 
ين يهاي پا رسد كه در غلظت طور به نظر مي اين. باشد مي

سيليمارين در محيط كشـت اثـرات تحريكـي بـر تكثيـر      
هـاي   در غلظـت امـا   ،دهـد  از خود نشان مي Tهاي سلول

 هاي ها و توليد سايتوكاين بالاتر اثر مهاري بر تكثير سلول
IL-2  وIFN  عـال شـدن فـاكتور    زمـان از ف  دارد كه هـم

ــخه ــرداري نس و  )NF-kB )Nuclear factor-kappaB ب
 .)5-6، 13( كنـد  انتقال آن به هسته نيز جلـوگيري مـي  

سيليمارين بدون القاي مرگ سلولي و يا آپوپتوز باعث 
تاكنون مكانيسـم   ).6( شود مي T هاي مهار تكثير سلول

  .دقيق اين اثر مهاري مشخص نشده است

سـيگنال   3شدن حداقل نياز به  براي فعال Tسلول 
ژن توســط  ســيگنال اول بــا شناســايي آنتــي). 15( دارد

و سـيگنال دوم بـراي    شود سلول دريافت مي ي گيرنده
هـاي سـطحي    توسط مولكـول  Tهاي  فعال شدن سلول

ژن كـه بـه نـام كمـك      آنتـي  ي دهنـده   هئاهاي ار سلول
ايـن  . شـود  فـراهم مـي  ، شـوند  هـا خوانـده مـي    محرك
ژن سـبب تحريـك    آنتـي با همراه  هاي سطحي مولكول
كمـك تحريكـي    ترين مسير مهم .شوند مي Tهاي سلول

ايـن   يك مولكـول سـطحي در   Tفعال شدن سلول  در
 IL-2سيگنال سوم از طريق  .است CD28نام ه ب سلول

، شـود  محسوب مـي  Tيك فاكتور رشد براي سلول كه 
پس از شناسايي  Tدر حقيقت سلول  .رسد به سلول مي

ژن  از و شـود  ميفعال  2و  1ژن و گرفتن سيگنال  آنتي
IL-2 شود برداري مي نسخه .IL-2 تواند روي خـود   مي

سلول اثر اتوكراين داشته باشـد و باعـث فعـال شـدن     
وارد  Tايـن مرحلـه سـلول     در. شـود  Tبيشتر سـلول  

 اتصـال ). 16(د ياب و تكثير مي شود ميسلولي  ي چرخه

IL-2  فراخـــوانياش باعـــث  بـــه پذيرنـــده PI3K 
)Phosphatidylinositol 3 kinase(  بــه كمــپلكس 

و  PIP2 با فسفريله كردن PI3K آنزيم .شود مي گيرنده
پايين دسـت   هاي باعث فراخواني مولكول PIP3 توليد

)Downstream (  ــه ــيگنالينگ از جمل ــير س  AKT مس
 سـه اونين كيناز است كه  تره/يك سرين AKT .شود مي

در سنتز پروتئين و رشـد سـلول    AKT1. ايزوفرم دارد
و  308اونـين   در تـره  AKT فسفريله شـدن  .نقش دارد
ــرين  ــتدر  473س ــت   نهاي ــه فعالي ــر ب  mTORمنج

ســنتز پــروتئين را از طريــق  مولكــولايــن  .شــود مــي
 P70S6K(S6 kinase(فسفريله كردن و فعـال كـردن   

ــد كنتــرل مــي ــزيم نتيجــه فعاليــت. كن  ،S6 kinase آن
باشـد كـه    مـي  S6 ribosomal protein فسفريله شـدن 

 از آن .گـردد  مـي  mRNA ي سازي ترجمـه  باعث فعال
بيـان   ،كنـد  ترجمـه را كنتـرل مـي    P70S6Kكـه   ييجا

بـه  . يابد هاي تنظيمي سيكل سلولي افزايش مي پروتئين
توانـد مكانيسـمي را كـه     مـي  همين دليل اين مولكـول 

توسط آن پيشرفت سيكل سلولي همراه با رشد سلولي 
  ).17( نشان دهد، افتد اق مياتف

كه ) Silibinin(سيليبينين در يك مطالعه اثر مهاري 
فعــال ســيليمارين اســت بــر فعاليــت  ييكــي از اجــزا

mTOR هـاي  ر سلولد Hela و Hep3b شـد ررسـي  ب .
 و mTORفسفريلاسيون  نتايج اين مطالعه نشان داد كه
گرديـد  مهـار   P70S6K مولكول پايين دست آن يعنـي 

اي اثر مهاري سـيليمارين بـر    چنين در مطالعههم). 18(
شــده توســط نــور  هــاي تحريــك روي آپوپتــوز ســلول

بنفش در ملانوماي بدخيم انسان از طريق مهار  يماورا
  ). 19( ررسي شدب AKT مسير

موجـود اثـر    با توجه به آن چه گفته شد، مطالعات
ســيليبينين و ســيليمارين را بــر مســير ســيگنالينگ     
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PI3K/AKT/mTOR ــر   هدر رد ــلولي غيـ ــاي سـ از  هـ
تـاكنون اثـرات    انـد و  بررسـي كـرده   T هـاي  لنفوسيت

در  PI3K/AKTســيليمارين بــر مســير ســيگنالينگ    
اثــرات  .بررســي نشــده اســت   Tهــاي  لنفوســيت

پيش از  ها ايمونوساپرسيو سيليمارين بر تكثير لنفوسيت
ي ايـن  مولكـول مكانيسـم  اما  ،نشان داده شده است اين

، S6 ribosomal protein. ده اسـت اثرات مشخص نش ـ
Phospho-S6 ribosomal protein (Ser235/236) ،Akt1 ،

Phospho-Akt (Ser473) و Phospho-Akt(Thr308) 
 PI3K/AKTمســير ســيگنالينگ   هــاي اصــلي پــروتئين
هـاي مختلـف    در اين تحقيق اثـر غلظـت   ).20(هستند 

 بـا تكنيـك   هـا  ايـن پـروتئين   سيليمارين بر ميزان بيـان 
ELISA  شدبررسي.   

  
  ها روش

ــراي  ــازي وب ــالص جداس ــيت خ ــازي لنفوس ــا س  از ه
يـا   PBMCs( اي خـون محيطـي   هاي تك هسـته  سلول

Peripheral blood mononuclear cells(   10در ابتـدا 
بر روي ليتر خون تهيه شده از افراد داوطلب سالم  ميلي

 ـ و سـانتريفوژ  فايكول برده شد جـدا   PBMCs. دگردي
 هــا ســلول. ستشــو داده شــدندش PBS افربــا بــ شــد و

  هــا باتريپــان بلــو  و درصــد حيــات آن شــمارش شــد
هاي با درصـد   سلول. تعيين شد) PBS دردرصد  4/0(

مراحـل بعـدي آزمـايش     در درصـد  95حيات بيش از 
 .شدنداستفاده 

 در هـا  كشت آن و Tهاي سازي لنفوسيت فعالبراي 
در هـر   106 هـا بـا تعـداد    سـلول  ،مجاورت سيليمارين

ــك ــاگلوتينين   چاهـــ ــايتوژن فيتوهمـــ ــا مـــ  بـــ
)Phytohemagglutinin يا PHA (در مجاورت غلظت 

 DMSO سيليمارين و يا در حـلال آن ميكرومول  100

)Dimethyl sulfoxide( ، كشـت    ،منفي شاهدبه عنوان
حل و  DMSO پودر سيليمارين در محلول. داده شدند

. شـد از آن تهيـه  ميكرومـول   100يك محلول استوك 
تـر   هاي كوچك در ويال DMSOسيليمارين محلول در 

ــيم ــز  تقس ــد و در فري ــه -20ش ــانتي درج ــراد  ي س گ
ــد ــداري ش ــلول. نگه ــل   س ــا در محــيط كشــت كام ه

ــامل ــي،  RPMI 1640ش ــيلين پن ــد در  110( س واح
ــر ميلـــي ــينا، )ليتـ ــرم در  100( سترپتومايسـ ميكروگـ
در شـرايط  ) درصـد  10(و سرم جنين گاوي  )ليتر ميلي
ي  درجـه  37 درصد، دمـاي  95تريل هواي مرطوب اس

سـاعت   72مـدت  بـه   CO2 درصد گاز 5و  گراد سانتي
 ).6( كشت داده شدند

مجـاورت   در فعـال شـده   Tهـاي  ليز سلولسپس 
 PI3K/AKTسـيگنالينگ   مسير تهيه شد وسيليمارين 
بـراي ايـن كـار    . بررسي گرديـد  سلولي ي در عصاره

 ا مطـابق بـا روش  ر) cell extract(سـلولي   ي عصاره
ELISA كيــت و توســط PathScan®Multi Target   

)Cell Signaling Technology, USA( شــد و  آمــاده
براي ايـن كـار   . تمام مراحل كار روي يخ انجام گرفت

سـرد   PBSهـا بـا بـافر     سلول وجدا شد محيط سلولي 
 ي بافر ليزكننـده ليتر  ميلي 5/0سپس . شستشو داده شدند
از  ميكروليتر 5 ي د به اضافهبوموجود سلول كه در كيت 

 هـا اضـافه   به سلول هاي پروتئازها مخلوطي از مهاركننده
 .دگردي ـ دقيقـه انكوبـه   5بر روي يخ براي مـدت   و شد

ها پس از چند بار فريز و دفريز كردن سـانتريفيوژ   سلول
سيتوپلاسـمي   ي حـاوي عصـاره  كـه  سوپرناتانت  .شدند
  .انتقال داده شدديگر  ي به لوله، ها بود سلول

هــاي اصــلي  مولكــول ســيليمارين بــر بررســي اثــر
كيــــت  توســــط PI3K/AKT مســــير ســـيگنالينگ 

PathScan® Cell growth Multi-target sandwich 
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ELISA )Cell Signaling Technology, USA (  
ــام ــد انجـ ــن روش . شـ ــد   يELISAايـ ــاز جامـ   فـ

ــي     و ــراي بررســ ــروري بــ ــواد ضــ ــاوي مــ   حــ
ــول  ــي مولكـ ــطوح داخلـ ــاي سـ   S6 ribosomal هـ

، Phospho-S6 ribosomal protein، AkT1، 
Phosphoakt (ser473)  وPhosphoakt (thr308) 

هـاي سـيگنالينگ اصـلي     ها پروتئين اين مولكول .است
ابتـدا  . در مسير كنترل رشد هسـتند  PI3K-AKT مسير
پليت  از Wellهربه  ي سلولي عصاره ازميكروليتر  100

اضـافه   بود، پوشيده شده Capture antibodyيككه با 
ي  درجــه 37ســاعت انكوباســيون در  2از بعــد . شــد
 هـاي  بـادي  هاي هدف توسـط آنتـي   پروتئين گراد سانتي

 wash buffer 4پـس از آن بـا   . شـدند  چاهـك گرفتـه   
 100 چاهـك  سپس بـه هـر  . شد مرحله شستشو انجام 

 د وگرديــاضــافه  Detection antibody ازميكروليتــر 
بعد دوباره شستشو انجـام   وشد اعت انكوبه س 1براي 
بـادي   آنتـي  ميكروليتـر  100بعـد   ي در مرحلـه . دگردي

ــزيم   ــه آنـ ــه متصـــل بـ  HRP )Horseradishثانويـ

peroxidase -linked secondary antibody (   بـه هـر
در  دقيقـه  30به مـدت  سپس پليت . چاهك اضافه شد

ه بعـد از ايـن مرحل ـ   انكوبـه و  گراد ي سانتي درجه 37
ميكروليتــر  100 بــار شستشــو انجــام شــد و 4دوبــاره 

TMB كه سوبستراي HRP      اسـت بـراي ايجـاد رنـگ
ي  درجـه  37دقيقـه در   10سپس به مـدت  . شداضافه 
 ميكروليتـر  100 آن پـس از  انكوبـه شـد و  گـراد   سانتي

Stop solution دقيقـه جـذب    30پس از  و شد اضافه
   .خوانده شد نانومتر 450در 

  
  ها افتهي
 ر اين مطالعه اثـر سـيليمارين بـر مسـير سـيگنالينگ     د

PI3K/AKT هايي كه در اين  با ارزيابي سطح مولكول
نتـايج نشـان داد كـه     .بررسـي شـد  ، مسير نقش دارند

 ـ طـور قابـل تـوجهي سـطح بيـان فـرم       ه سيليمارين ب
 .ددارا كاهش  )S6 )Phospho-S6 مولكول ي فسفريله

مين مولكول در اين كاهش در مقايسه با ميزان بيان ه
از لحـاظ آمـاري    DMSO هاي مجاور شـده بـا   سلول
تغييـر قابـل تـوجهي در    ). P=  024/0( دار بـود   معني

هـاي   و فرم S6 ،Akt هايي مانند سطح سلولي مولكول
  مشـــاهده نشـــد   )Phospho-Akt( آن ي فســـفريله

  ).1 شكل(
  

  
 P با شده فعال T هاي سلول در PI3K-Ak الينگسيگن مسير هاي مولكول بيان ميزان بر سيليمارين اثر. 1 شكل

HA مونوكلونالبادي  آنتي و Anti-CD28 .است شده داده نشانجذب نوري  معيار انحراف ± ميانگين به صورت نتايج.  
  )P > 05/0(دار  معني آماري كاهش *

4  
  

5/3  
  

3  
  

5/2  
  

2  
  

1/5  
  

1  
  

0/5  
  

0 
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ــه ــول  ي مقايس ــين مولك ــده در   ب ــه ش ــاي مطالع ه
ــلول ــيط    س ــده در مح ــت داده ش ــاي كش و  RPMIه

نشان  DMSO هاي كشت داده شده در مجاورت لسلو
به عنوان حلال سيليمارين اثري بر بيان DMSO  داد كه

نـدارد و   PI3K/AKTهاي مسـير سـيگنالينگ    مولكول
 دار نبـود   نظـر آمـاري معنـي    اختلافات مشاهده شده از

   ).1 شكل(
  
  بحث

هاي ايمني اكتسـابي   براي افزايش پاسخ Tتكثير سلول 
هـايي از طريـق    باشد و توسـط پيـام   بسيار ضروري مي

هــاي كمــك محــرك و  ، مولكــولTســلول  ي گيرنــده
 PI3K .شــود تنظــيم مــي IL-2هــايي ماننــد  سـايتوكاين 

)Phosphatidylinositol 3-kinase (  در پايين هر كـدام
مستقيم در تنظيم به طور گيرد و  مي از اين مسيرها قرار

ــش دارد  ــيتي نق ــر لنفوس  ــ. )21( تكثي ــع مس ير در واق
PI3K/AKT روزين ي ـت هـاي  گيرنـده هايي را از  سيگنال

هاي اجرايـي   به مولكول ،كينازي تحريك شده با ليگاند
سـلولي را كنتـرل    يبقـا  انـدازه و  تكثير، كه متابوليسم،

هـاي   بنـابراين مهاركننـده  ). 20(دهد  انتقال مي، كنند مي
توانند نقش مهمـي در مهـار    هاي اين مسير مي مولكول

. ي و جلوگيري از تكثير سلول داشته باشندسيكل سلول
ــد ــاي  همهاركننـــ ــل  PI3K هـــ و  LY294002مثـــ

Wortmannin و راپامايسين )Rapamycin (تواننـد   مي
بــدون  G0-G1باعــث توقــف ســيكل ســلولي در فــاز 

  ).21-23( شوند Tهاي  آپوپتوز سلول
را در  Tهـاي   تكثير لنفوسيت PI3Kكه  جايي از آن

كنـد اسـتفاده از    تلف تنظيم ميهاي مخ پاسخ به محرك
تواند به عنوان يك درمـان   هاي اين مسير مي مهاركننده

   .)21( سركوبگر ايمني جايگزين عمل كند

بررسـي اثـر سـيليمارين بـر      ،هدف از ايـن مطالعـه  
 ي كننـده  به عنوان تنظيم PI3K/AKTهاي مسير  مولكول

  . تكثير سلولي بود
رين در مطالعــه نشــان داده اســت كــه ســيليما يــك 

   Jurkat خـــون محيطـــي و Tهـــاي  لوســـمي ســـلول
)Human peripheral blood leukemia T cells ( در
 ـميكرومول  400وز د  200- 400و  سـاعت  48 ه مـدت ب

توانـد باعـث مهـار     سـاعت مـي   72به مدت ميكرومول 
. )13( تكثير سلولي از طريق توقف سيكل سلولي شـود 

يليمارين در ديگري نيز مشاهده شد كـه س ـ  ي در مطالعه
سـازي   توانـد فعـال   شده مي فعال +TCD4هاي  لنفوسيت

باعث مهار  را مختل كند و NF-KBبرداري  فاكتور نسخه
). 6( و همچنين تكثير سـلولي شـود   IL-2، IFN-γتوليد 

بنابراين براي تعيين بيشتر مكانيسـم مهـار تكثيـر توسـط     
هاي اصـلي كـه در پيشـرفت     مولكول بررسي ،سيليمارين

   .رسد لازم به نظر مينقش دارند  Tهاي  لنفوسيت تكثير
ــي    ــان م ــي بي ــات قبل ــين مطالع ــه   همچن ــد ك كنن

هـايي   عملكردهاي ضد تكثيري سيليمارين به مولكـول 
يـك   به تازگي در .)4( شوند مربوط مي AKTهمچون 

و  mTORمطالعــه اثــر مهــاري ســيليبينين بــر فعاليــت 
هـاي   در سـلول  )P70S6K(مولكول پاييـت دسـت آن   

. رحم نشان داده شـده اسـت   ي سرطاني كبدي و دهانه
با حذف سـيليبينين تمـامي اثـرات ذكـر      اين مطالعه در

اي اثـر   همچنين در مطالعـه ). 18(داشتند شده برگشت 
ــلول    ــوز س ــر روي آپوپت ــيليمارين ب ــاري س ــاي  مه ه

بـنفش در ملانومـاي    يشده توسط نـور مـاورا   تحريك
 .بررسـي شـد  در انسـان   A375-S2 هـاي  بدخيم سلول

سـيليمارين آپوپتـوز   كه د داهاي اين مطالعه نشان  يافته
 ـ را بنفش يتحريك شده توسط نور ماورا  ي وسـيله ه ب

در  .)19( دهــد كــاهش مــي AKTســازي مســير  فعــال
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هـاي   مديگري اثر سيليبينين بـر فعاليـت آنـزي    ي مطالعه
ــاز   ــاتريكس متالوپروتئينـــ ــك مـــ    2-پروتئولايتيـــ

)Matrix metalloproteinase-2 ــا  و )MMP-2يـــ
ــال ــده فعــ ــازي   ي كننــ ــوع كينــ ــمينوژن نــ پلاســ

)Urokinasetype plasminogen activator  ياU-PA( 
مـاتريكس   ي توانـايي تجزيـه  ها  اين آنزيم. بررسي شد

متاستاز تومور  باعث تهاجم و خارج سلولي را دارند و
يعني آنزيم پروتئين كيناز فعال شده  به علاوه. شوند مي

 Mitogen activated protein kinase( ژنتوسط مـايتو 
ايـن دو آنـزيم در سـطح     ي كننده تنظيم كه) MAPKيا 

 .شـد بررسي  A549هاي  در سلول است،برداري  نسخه
د كه مهار بيـان  داهاي حاصل از اين مطالعه نشان  يافته

MMP-2  وU-PA   ــق مهــار توســط ســيليبينين از طري
 MAPK ي خانواده يكه اعضا ERK1/2فسفريلاسيون 

خود باعث كاهش  ي كه به نوبه Aktهمچنين  هستند و
گيـرد   ، انجـام مـي  شـود  هاي سرطاني مـي  تهاجم سلول

ــر روي كشــت   در مطالعــه). 24( ــازگي ب ــه ت ــه ب اي ك
نشـان   اسـت،  دهگرديهاي بنيادي سرطاني انجام  سلول
باعـث كـاهش    توانـد  مـي  است كه سيليبينين شده داده

 ).25( ودش Akt Ser473سطح فسفريلاسيون

بنابراين اطلاعات موجود از مطالعاتي است كه اثـر  
ســيليبينين و ســيليمارين را بــر مســير ســيگنالينگ     

PI3K/AKT/mTOR ــر  هدر رد ــلولي غيـ ــاي سـ  از هـ
تـاكنون اثـرات    انـد و  بررسـي كـرده   T هـاي  لنفوسيت

 در PI3K/AKTســيگنالينگ  ســيليمارين بــر مســير  

   .بررسي نشده است Tهاي  لنفوسيت
 سيليمارين بر مسـير سـيگنالينگ  ين مطالعه اثر در ا

PI3K/AKT هايي كه در ايـن   با ارزيابي سطح مولكول
نتـايج نشـان داد كـه     .بررسـي شـد  ، مسير نقش دارنـد 

ــ ــيليمارين ب ــلولي  ه س ــوجهي ســطح س ــل ت ــور قاب ط
Phospho-S6 ــل   را كــاهش مــي ــر قاب دهــد ولــي تغيي

و  Aktهـايي ماننـد    توجهي در سطح سـلولي مولكـول  
Phospho-Akt ايـن نتـايج بـا مطالعـات     . مشاهده نشد
هايي مانند راپامايسين و  كنند مهاركننده قبلي كه بيان مي

را  S6طور قابل تـوجهي فسفريلاسـيون   ه مشابه با آن ب
 ،دهنــد فعــال شــده كــاهش مــي Tهــاي  در لنفوســيت

  . )21، 26-27(بود هماهنگ 
 ،نتـايج ايـن مطالعـه   دسـت آمـده از ايـن    ه نتايج ب

كه سيليمارين اثر مهـاري   بوداين مطلب  ي دهنده اننش
كـه در مطالعـات قبلـي     ،را T هـاي  بر تكثير لنفوسـيت 

هاي مسير  از طريق مهار برخي از مولكول، مشاهده شد
PI3K/Akt  كه براي ورود سلول به سيكل سلولي مورد

  .اعمال كند، ندهست نياز
  

  تشكر و قدرداني
ژوهشـي بـه   حاصـل اجـراي طـرح پ    حاضـر  ي مطالعه
بـود كـه توسـط شـوراي پژوهشـي       290083ي  شماره

آن  ي هزينـه  دانشگاه علوم پزشكي اصفهان تصـويب و 
توسط معاونـت تحقيقـات و فنـاوري دانشـگاه علـوم      

  .پزشكي اصفهان تأمين شد
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Abstract 

Background: Silymarin is a complex flavonolignan from milk thistle (Silybum marianum) plant. It 
exhibits cytoprotective, anticarcinogenic, and anti-inflammatory effects. Although its hepatoprotective 
effect has been well documented, its effects on T cells have not been thoroughly investigated. In this 
study, the effects of silymarin on phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT) 
signaling pathway of human activated T lymphocytes were investigated in vitro.  

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy volunteers were isolated and 
activated with phytohaemagglutinin (PHA) and 2 µg/ml of monoclonal antibody [anti-cluster of 
differentiation 28 (CD28)]. Cells were incubated for 72 hours in a Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI-1640) complete medium with 100 M silymarin and dimethyl sulfoxide (DMSO) as control. 
Then, cell lysate was prepared with lysis buffer and cell signaling was assessed using enzyme-linked 
immunosorbent assay (PathScan® Cell Growth Multi-Target Sandwich ELISA Kit, Cell Signaling 
Technology, USA). 

Findings: Treatment with 100 μM silymarin for 72 hours could partially decrease the cellular levels of 
phosphorylated-AKT (Ser473/Thr308) and AKT. In addition, silymarin significantly decreased the 
cellular expression of phosphorylated-S6 (Ser235/236). 

Conclusion: Silymarin significantly decreased the cellular level of Ser235/236 but had no significant 
effects on cellular levels of other molecules such as AKT and Ser473/Thr308. Therefore, the 
inhibitory effects of silymarin on T lymphocytes proliferation, that have been observed in previous 
studies, might have been the result of inhibition of some molecules in the PI3K/AKT pathway which 
are necessary for cell cycle entrance. 
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