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 1401چهارم اردیبهشت  ی /هفته664 ی/شوارهچهلنسال  هجله دانشکده پزشکی اصفهاى
 28/2/1401تاریخ چاپ:  11/12/1400تاریخ پذیزش:  21/9/1400تاریخ دریافت: 

  
 در  يژنفعال اکس یَا گًوٍ يدي تًل NOX1  ،NOX2یَا ژن يانب يزاناثر سيليبيىيه بر م

 TGF-βشدٌ با  يمارکبد ت یا ستارٌ یَا سلًل

 
 1باورصاد پور صالحیسماوه ، 1زاده اسدی، شهلا 1یان، الهام شاکر1آفریه، رضا 1رشیدی مجتبی

 
 

‌چکیده

 یجبدا یکیي صوت متبثًلیکی اختلالات ي الکل مصزف (، عًءCي  B یتَپبت یزيط)مبوىد ي یزيعیي یَب مشمه اعت کٍ در اثز عفًوت یمبریث یک ی،کجد یجزيسف مقدمٍ:

در . شًد کجدعزطبن  ي یزيسع ثبعث تًاود می یکجد یجزيسف پیشزفت .شًد یاس جملٍ کلاصن م یخبرج علًل یکظمبتز یَب یهاس حد پزيتئ یششًد ي مىجز ثٍ تجمع ث یم
 .پزداختٍ شدٌ اعت یکجد یجزيسف یمبریث یشزفتاس پ یزیوقش عیلیجیىیه در جلًگ یمطبلعٍ ثٍ ثزرع یها

ثب  َب علًل مبریت ،ايل ی مزحلٍ در. شدود دادٌ کشت FBS( Fetal bovine serum) درصد اس 10َمزاٌ ثب  DMEM کشت محیط رد LX2 َبی علًل َا: ريش

TGF-β ثب غلظتng/ml  2  ٌي  00، 40، 20، 10 یَب عپظ ثب غلظت .عبعت اوجبم شد 24ثٍ مدت  کیجزيتیف طیشزا جبدیي ا یعلًل تیثٍ مىظًر آع (کیجزيتیف)گزي
 میشان ي NOX2ي  αSMA، collagen1α، NOX1ی َب صن mRNA یبنث میشانشدود ي  مبریت ،عبعت 24 مدت ثٍدرمبن(  یَب گزيٌ) هیىیجیلیاس ع کزيمًلاریم 80

 .گزفت قزار عىجش مًرد یدرين علًل ROS (Reactive oxygen species) تًلید

وغجت ثٍ  یلیجیىیهع میکزيمًلار 80 ي 00 َبی غلظت در NOX2ي  αSMA  ،collagen1α ،NOX1یَب صن mRNA بنیث شانیوشبن داد کٍ م جیوتب َا: یافتٍ

 کیجزيتیف گزيٌوغت ثٍ  یلیجیىیهاس ع یکزيمًلارم 80ي 00 َبی غلظت در علًلی درين ROS یدتًل میشان َمچىیه. یبفت کبَش داری معىی ثٍ صًرت کیجزيتیف گزيٌ
 .(P < 00/0کزد ) پیدا داری معىیکبَش 

ي   Hepatic stellate cells (HSCs) ثبعث مُبر فعبل شدن ی،کجد جزيسیف شزفتیپ در زیدرگ یَب صن بنیثب کبَش ث هیىیجیلیع ،مب ی اعبط مطبلعٍ ثز گیزی: وتیجٍ

ممکه اعت  هیىیجیلیدَد کٍ ع یرا وشبن م یشًاَد جیوتب هی. اشد یشگبَیآسمب طیدر شزا ضنیفعبل اکغ یَب فزايان کلاصن ي گًوٍ دیاس تًل یوبش یکجد تیکبَش آع
 .کجد ثبشد جزيسیدرمبن ف یعبمل جذاة ثزا کی

 Transforming growth factor beta ؛اکغیضن فعبل َبی ؛ گًوٍعیلیجیىیه یجزيسکجدی؛ف ياژگان کلیدی:

 
ي  NOX1  ،NOX2یَا ژن یانب یزاناثز سیلیبیىیه بز م .عمبوٍ ثبيرصبد پًر صبلحیشُلا،  سادٌ اعدیالُبم،  یبنرضب، شبکز آفزیه، رشیدی مجتجی ارجاع:

 172-178(: 004) 40؛ 1401مجلٍ داوشکدٌ پششکی اصفُبن . TGF-βشدٌ با  یمارکبد ت یا ستارٌ یَا در سلًل یژنفعال اکس یَا گًوٍ یدتًل

 

 مقدمه

ههضهي بص   یّهة  یثجهِ سػه   یربش یوٌیذةػخ ب یک کحذی، یحشٍصف جیوةسی

(، هلشف هضهي بلکه  ٍ  B  ٍC یس)هةًٌذ ّرةش یشٍػیجولِ عفًَس ٍ

  یبلکلههه یهههشغ یسهةًٌهههذ بػهههصاةشَّرةش یکیهصهههةجَل ّهههةی جیوهههةسی

(Non-alcoholic steatohepatitis) NASH ظهش  . كشف ً(1) بػس

ههش    ٍ یبلصْهةج  یثجةعه  سػه   یشکهشبس  ّةی یث، سػیب یٌِبص علس صه

سفهصي   يیجه  بص ،ذًؿَ ی( هّة ّرةشَػیسعوذُ  ِ ًَس)ج یویػلَل ذةسبًـ

)جهِ عٌهَبى هلهةل     ّهة  سى یػلَل ةزیهٌجش جِ بًصـةس هحصَ ّة سیّرةشَػ

DNAًَِظىیش بکؼه یذهز  بٍکٌؾ یّة ( ٍ گ (Reactive oxygen species) 

ROS جهِ   یگهش ید یّة ػلَل ىعَبه  جةع  فعةل ؿذ يیکِ ب ؿَد یه

ذةػهخ   یجهشب  ؿًَذ یهکحذ  دسّة( HSC) ؿک  یب ػصةسُ یّة ػلَلًةم 

خهَد سب   یب ػهصةسُ هعوَل  ؿک ّة HSCٍبسد ؿذُ،  ثیجِ سػ ذششیؿذ

  یشحهذ  حشٍجلاػهس یَفیه ِیؿهح  ییّهة  ػهلَل ٍ جهِ   دٌّهذ  یهه بص دػهس  

جةعه    ّهة، HSCهـهص  ؿهذُ بص    یّهة  حشٍجلاػهس یَفیه يیب. ؿًَذ یه

دس  ٍهةًٌهذ کهلاطى    یخةسج ػلَل کغیهةشش یّة يیذشٍشا ذیشَل ؾیبفضب

 . (2) ؿًَذ یه یخةسج ػلَل کغیهةشش ةدیشجوع ص جِیًص
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ششؿهه   جههة ّههة حشٍجلاػههسیَفیههةکشٍفةطّههة ٍ  ،جعههذ ی هشحلههِ دس

 یٍ فةکصَسّههة TNFα ، IL-1β  ٍIL-6هةًٌههذ یبلصْههةج یّههة ٍبػههٌِ

 (Platelet-derived growth factor) جولهههِ بص ک،یهههحشٍطًیفذشٍ

PDGF ٍ (Transforming growth factor beta) TGFβ  جةعهه 

. دس (4 ،3)ؿًَذ  یه ّة  یٍ ًَششٍق Tی وٌیب یّة ػلَل ـصشیج یفشبخَبً

جهِ حةلهس    ّهة HSC ـهصش یج  یجةع  شحذ TGFβششؿ  فةکصَس  ،سیًْة

 شیه جةعس شکل ضیً PDGF ٍ فةکصَس گشدد یه حشٍجلاػسیَفیه یعٌیفعةل 

هـهص  ؿهذُ بص    یّهة  حشٍجلاػهس یَفیه. ؿهَد  یه ّة حشٍجلاػسیَفیه يیب

HSCذیشَل ؾیبفضب جةع  ّة αSMA  ٍCollagen1α  ةدیه ٍ شجوهع ص 

جهة ششؿه     شَبًٌهذ  یهه . هةکشٍفةطّهة  ؿهًَذ  یه یخةسج ػلَل کغیهةشش

ؿذُ  ذیشَل ةدیص کغیهةشش ثیجةع  شخش ّة،MMPجِ ًةم  ییذشٍشاةصّة

 ذیه جهة شَل  ّهة MMP یذشٍشاهةص  سیه ؿًَذ، بهة فعةل ثیسػ نیجعذ بص ششه

TIMPجهههِ ًههههةم   یّوضههههةى فههههةکصَس 
هةکشٍفةطّههههة ٍ  شَػهههي  

 کغیکِ هٌجش جِ شجوع ٍ سػَت هةشش ؿَد یه، هْةس ّة حشٍجلاػسیَفیه

 ٍ شجوهع  ثیه شخش يیج . دس ٍبقع عذم شعةدلؿَد یهبػکةس  جِیٍ دس ًص

(Extracellular matrix) ECM (5) دگشد یه حشٍصیهٌجش جِ ف. 

 یبػةػه  بیٌهذی فش OS (Oxidative stress) یذبشیَبػهصشع بکؼه  

 یهي ؿهَد. ب  یهه  یکحهذ  یحهشٍص ٍ ؿهشٍ  ف  یکحذ یثبػس کِ جةع  سػ

ٍ  یذبىذشٍ بکؼه  یػلَل یفةکصَسّة یيج یةفصِ ییششعةدل شغ یکهشجَى جِ 

بصز  یّههة ٍ گًَههِ ROS یههذبػههس کههِ هٌجههش جههِ شَل یذبىبکؼهه یسًصهه

ِ  یب خهةًَبدُ  ROSؿهَد.   ی( هRNS) یشذز ٍبکٌؾ ذهشٍ   یّهة  بص ٍبػهٌ

( ٍ H2O2) یههذسٍطىّ یذ، ذشبکؼههیذّةؿههةه  ػَذشبکؼهه  یحشٍشیههکف

 یؼهن هصةجَل یّهة دس ًه   دّذ. سى یه ی سب شـک یذسٍکؼی ّ یّة یکةلسبد

ٍ  یذبشیَبکؼهه یلاػههیَىفؼفَس ًههیدس  یههظٍُ جههِ ٍ یعههیًح یػههلَل

 یهذ ّة ٍ هةکشٍفةطّة شَلHSC، یکحذ یّة دس ػلَل یریذل یذبػیَىذشبکؼ

 یّهة  سػهةى   یهةم شَبًذ جهِ عٌهَبى ذ   یه ROS، ةییيؿًَذ. دس ػٌَح ذ یه

 یهي عوه  کٌهذ. جهة ب    یهخصلف ػلَل یّة فعةل کشدى ذةػخ یجشب یِثةًَ

، یػههلَل یریههذّةیّههة جةعهه  بخههصلال دس ل حههةل، دس ػههٌَح جههة ، سى

ٍ سذَذصَص  یکحذ یّة ٍ هٌجش جِ ًکشٍص ػلَل ؿذُ DNAّة ٍ  یيذشٍشا

ٍ  یبلصْهةج  یصَسّهة فةک یذشَل شَبًٌذ هی ّةROS، یيؿًَذ. علاٍُ جش ب یه

کهَذفش ٍ   یّهة  فعهةل ؿهذُ، ػهلَل    یّةHSCسب شَػي  یحشٍطًیکذشٍف

جهة بشهةًَل،    ROS یهذ . شَلکٌٌهذ  یهک بلصْهةت شحش  یؾذ یّة ػلَل یشػة

، سػهَت سّهي ٍ   FFA (Free fatty acidبػهیذ رهشت سصبد )   شجوهع 

 (NOXیذبصّةی ). بکؼه (6)ؿهَد   یهه  یذهضهي شـهذ  یشٍػیعفًَس ٍ

NADPH یهٌحع بكل ROS  یحشٍطًیهک ف یّهة  دس کحذ ّؼصٌذ ٍ ذةػهخ 

ّهههة ٍ HSCسب دس  II  ،PDGF  ٍTGF-βیَشةًؼهههیيبص سًظ یًةؿههه

 کٌٌذ. یه گشی هةکشٍفةطّة ٍبػٌِ

 بػصشبػِ ةی گشدبى سفصةتگ   ی خةًَبدُ بص دبس گ  یةّیگ ،نیهش خةس

(Asteraceae) ةُیه گ يیه بػهصخشبج ؿهذُ بص ب   ی علهةسُ . (7) جةؿذ یه 

  ٍ( یذیهههفلاًٍَئ)کوهههرلکغ  يیوةسیلیػههه دسكهههذ 65-80 ٍبجهههذ

 یبكهل  ی ههةدُ  ػهیلیحیٌیي، بػهس.   کیٌَلایرشت ل ذیبػدسكذ  35-20

 دبسد. فهشبٍبى  کةسجشدّةی ذضؿکی دس کِ بػس هةسیي ػیلی هَجَد دس

ِ   هیکحذ  یسٍ بثش هحةفظصی گیةُ، بیي دسهةًی کةسجشد ششیي هْن  جةؿهذ که

 دس هٌةلعةز (.8بػس ) ؿذُ ًیض گضبسؽ ٍ بًؼةًی حیَبًی هٌةلعةز دس

هةًٌهذ   یکحهذ  ّهةی  جیوهةسی هةدُ دس دسهةى  یيهلشف ب ی،هصعذد یٌیجةل

 یهجهةس  ٍ بلصْهةت  رشت هضهي، کحذ ٍ ػوی یشٍػیٍ یشٍص، ّرةشیسػ

 یهي ب بکؼهیذبًی  سًصهی سى سب خَبف  ی ؿذُ بػس کِ دل جیةى هؤثشكفشب 

ذ هیهةدُ    یه دخ یّهة  طى یسٍ جش يیٌیحیلیهٌةلعِ هة بثشبز ػ يیب دس .(9) دبًٌ

دس حوهَس   NOX1  ٍNOX2ی ّة طىبص جولِ  یکحذ حشٍصیف ـشفسیذ دس

لَ ی دس سدُ TGF-βٍ عذم حوَس   .نیکٌ یه یسب جشسػ LX2 یػل

 

 ها روش

ِ  :ّةHSC شیوةسکـس ٍ  ِ یحةههش جهة هجهَص کو    ی هٌةلعه بخهلا    ی صه

ؿهههههةذَس بّهههههَبص   یجٌهههههذ یدبًـهههههگةُ علهههههَم ذضؿهههههک 

(IR.AJUMS.REC.1400.390ًشبحهه )يیههٍ بًجههةم ؿههذ. دس ب  ی 

 Sigma، (Fetal bovine serum )FBSبص ؿهشکس   TGF-βهٌةلعهِ،  

 ٍ يیؼه یبػصشذصَهة ٍ يیلیػه  یذٌه  یّهة  کیه َشیج یسًص ،Gibcoؿشکس  بص

 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) کـس يیهح

 ؿذًذ.   یذبسیخش ؼسیص ذُیؿشکس ب بص

ِ  يیب دس  ی سدُ يیه بػهصفةدُ ؿهذ. ب   LX2 یػهلَل  ی سدُ بص هٌةلعه

 ٍ ًشههةل  كهَسز ِ ج بًؼةى کحذ یب ػصةسُ یّة ػلَلًَ  بص  کی یػلَل

. بػههس (Immortalized human hepatic stellate cell) شبیًههةه

دسكهذ بص   10ّوهشبُ جهة    DMEM کـهس  هحیي سد LX2 ّةی ػلَل

FBS  .( ػهةلن )گشٍُ  ؿةّذگشٍُ جِ عٌَبى گشٍُ  کیکـس دبدُ ؿذًذ

جهة   TGF-βجهة   ّهة  ػهلَل  وهةس یش ،جعهذ  ی هشحلِ دس. ؿذ گشفصِ ًظش دس

ِ  (10)( کیحشٍشیف)گشٍُ  ng/ml2 غلظس  ٍ یػهلَل  ثیسػه  هٌظهَس  جه

ِ  کیه حشٍشیف يیؿشب جةدیب ػهرغ جهة    .ؿهذ  بًجهةم  ػهةعس  24 ههذز  جه

 یّة گشٍُ) يیٌیحیلیبص ػ کشٍهَ سیه 80ٍ  60، 40، 20، 10 یّة غلظس

ی ّهة  طى mRNA یةىج هیضبىؿذًذ ٍ  وةسیػةعس ش 24هذز  جِ( دسهةى

αSMA، collagen1α، NOX1  ٍNOX2 ٍ یهههذشَل هیهههضبى ROS 

 .گشفس قشبس ػٌجؾ هَسدی دسٍى ػلَل

 هصفهةٍز  یّهة  غلظهس بثش  یهٌظَس جشسػ جِ: MTT assay شکٌیک

 یّهة  دس ّش رةّک ظشف ،LX2 یػلَل ی سدُ یجقة ضبىیه جش يیٌیحیلیػ

هَسد ًظش سب کـهس دبدُ   یػلَل ی ػلَل بص سدُ 5000خةًِ، حذٍد  96

ّش خةًهِ جهة    یّة ػلَل. ػرغ ؿذ دبدُػةعس دس بًکَجةشَس قشبس  24ٍ 

ذهغ   یلیحیٌیيبص ػ یکشٍهَ سه 100ٍ  80 ،60، 40، 20، 10 ّةی غلظس

ػهةعس   24ٍ جِ هذز  ؿذًذ شیوةس (11) کـس یيبص ح  ؿذى دس هح

 کشجي ذیبکؼ یدٍ  گشبد یػةًص ی دسجِ 37 ییدهة يیدس بًکَجةشَس جة ؿشب



 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 و همکاران رشیدی مجتبی NOX2و  NOX1 یهاژن يانب يزاناثر سيليبينين بر م

 174 1401چهارم اردیبهشت  ی/ هفته664ی / شماره 40سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

 جة MTT ثیٍ ششک ؿذ نیشعَ ّة لػلَ يی. هحؿذًذ بًکَجِ دسكذ 5

ػهةعس دس بًکَجهةشَس    4 یّة بهةفِ ٍ جشب جِ ػلَل mg/ml 5/0غلظس 

حه  ؿهذى    یسب حزف ٍ جشب MTT یحةٍ يی. ػرغ هحؿذ دبدُقشبس 

جِ ّش رةّهک بههةفِ    DMSO صشیکشٍلیه 100فَسهةصبى  یّة ؼصةلیکش

 ضبیه ًهةًَهصش شَػهي دػهصگةُ ب     595ّة دس  جزت ًوًَِ سیًْة دس. ؿذ

 .ؿذ هـخق ذسیس

 شَشهةل  ،ّهة  ػهلَل  سٍسی جوعبص  ذغ :Real-Time PCR کیشکٌ

RNA  ( ًحه   یهشبى )ب یکصهة شجْیهض سصههة   ؿهشکس   یهس جة بػهصفةدُ بص ک

ٍ جة بػصفةدُ بص دػصگةُ ًةًَدسبخ  دػصَسبلعو  ؿشکس ػةصًذُ بػصخشبج

سههذ.   جِ دػهس  9/1خَبًؾ ٍ عذد  280جِ  260ًَل هَج  OD یضبىه

 بًجههةم ؿههذ. ٍبکههٌؾ    RNAشَشههةل  یبص سٍ cDNAػههرغ ػههٌصض  

Real-Time PCR ّههةی  طى یههةىج یههضبىػههٌجؾ ه یجههشبαSMA، 

collagen1α، NOX1  ٍNOX2 یههههههسبػههههههصفةدُ بص ک جههههههة  

.RealQ Plus 2x Master Mix Green" low Rox"  

(Ampliqon, Denmarkٍ )  ُجههههههة بػههههههصفةدُ بص دػههههههصگة 

Applied Biosystems QuantStudio3 هَسد  یوشّةی. ذشبؿذ بًجةم

ِ  جةؿهٌذ  ههی  یهش بػصفةدُ جهِ ؿهشح ص   ( یهشبى )ب ػهیٌةکلَى  ؿهشکس  بص که

 .ؿذًذ خشیذبسی

بَل -'αSMA:  5سفههههههههههههههس طى  یشهههههههههههههه

CCGGGACTAAGACGGGAATC- 3' 

-'αSMA:  5جشگـههههههههههههس طى  یشههههههههههههَبل

CCATCACCCCCTGATGTCTG- 3' 
-'Collagen1α :5طى  سفههههههههههههههههس یشهههههههههههههههَبل 

GGAATGAAGGGACACAGAGGTT- 3' 
-'Collagen1α:  5جشگـههههههههههس طى  یشههههههههههَبل

AGTAGCACCATCATTTCCACGA- 3' 

-'NOX1 :5طى  سفههههههههههههههههههس یشههههههههههههههههههَبل

CTGTTGCCTAGAAGGGCTCC- 3' 
-'NOX1:  5جشگـههههههههههههس طى  یشههههههههههههَبل

ACAGGCCAATGTTGACCCAA- 3' 
-'NOX2 :5طى  سفههههههههههههههههههس یشههههههههههههههههههَبل

CCTAAGATAGCGGTTGATGG- 3' 
-'NOX2:  5جشگـههههههههههههس طى  یشههههههههههههَبل

GACTTGAGAATGGATGCGAA- 3' 
 -'GAPDH:  5سفههههههههههس طى  یشههههههههههَبل

GACAGTCAGCCGCATCTTCT- 3' 
-'GAPDH:  5جشگـهههههههههههس طى  یشهههههههههههَبل

GCCCAATACGACCAAATCCGT- 3' 

دس  :( دس ػهلَل ROSسصبد ) یّهة  یکةلسبد یذشَل یضبىه یشیگ بًذبصُ

( Dichlorodihydrofluorescein diacetateی ) بص هةدُ سصهةیؾ، یيب

DCFH-DA ؿهَد  ههی  بػصفةدُ ٍبکٌـگش ّةی گًَِ بیي ؿٌةػةیی جشبی .

بػصشبص  یّة ینصًذُ ًفَر کشدُ ٍ ػرغ شَػي سًض ّةی ػلَل جِ هةدُ بیي

ؿهَد ٍ دسٍى ػهلَل جهِ دبم     ی( هde-esterifiedدبػصش ) یدبخ  ػلَل

بص خهَد   یظى،سصبد بکؼه  یّهة  ؿذى شَػي گًَِ یةبحبفصذ. دس بدبهِ ذغ بص  یه

 هههَج  ًههَل دس فلَسٍفههَس یههيب دّههذ. یفلَسػههةًغ ًـههةى ههه یسخةكهه

525/485  ;Ex/Em بًَؾ دبسد. یسقةجل یسجة ذل فلَسیوصشی دس ًةًَهصش  خ

حةكه  جهِ كهَسز     یّهة  . دبدُذػِ جهةس شکهشبس ؿهذً    یـةزسصهة

ٍ  ANOVA( ٍ جههة بػههصفةدُ بص سصهههَى  هیههةًگیي ٍ بًحههشبف هعیههةس )

Tukey   بفهههههضبس  جهههههِ کوهههههک ًهههههشمSPSS ِ22ی  ًؼهههههخ  

(version 22, IBM Corporation, Armonk, NY )یِهَسد شجض  ٍ

 .ذدس ًظش گشفصِ ؿ P < 05/0ی دبس ی. ػٌ  هعٌذقشبس گشفصٌ ی شحل

 

 ها افتهی

ِ  :کحهذ  یب ػهصةسُ  یّهة  جهش صًهذُ هةًهذى ػهلَل     يیٌیحیلیػبثش  هٌظهَس   جه

 ،یػهلَل  وهةس یش یجهشب  يیٌیحیلیهٌةػهث بص ػه   یّهة  غلظسجِ  یةجی دػس

هٌظهَس بجصهذب    يیػهةعس بًجهةم ؿهذ. جهذ     24دس صههةى   MTT ؾیسصهة

بص  کشٍههَ س یه 100ٍ  80 ،60، 40، 20، 10 یّهة  جهة غلظهس   ّة ػلَل

دسكهذ   ي،یٌیحیلیػه  کشٍههَ س یه 100ؿذًذ. دس غلظس  وةسیش يیٌیحیلیػ

کهشد   ذیهذب  کةّؾ دبسی هعٌیًَس  جِ ػةلنًؼحس جِ گشٍُ  یػلَل یجقة

(001/0 > P.) ِیّهة  غلظهس  ّهة،  طى ةىیه ج یجشسػه  یجشب  یدل يیّو ج 

 . (1هَسد بػصفةدُ قشبس گشفس )ؿک   50IC شش يییذة

 

 
ضدٌ با  یمارکبد ت ای ستارٌ َای سلًل یبقا یسانم یجوتا ومًدار .1 ضکل

  برابر 50ICمیسان . ساعت 24 مدت بٍ سیلیبیىیه متفايت َای غلظت

از  بالاتر َای غلظت در دَد میآمد، کٍ وطان  بٍ دست میکريمًلار 4/33

50IC کاَص  داری معىیصًرت  بٍکبد  یا ستارٌ یَا سلًل یبقا یسانم

 (.P < 01/0: )** ؛(P < 001/0: )*** .یابد می

 
 جههِ یلیحیٌیي:حوههَس ػه  دس یحشٍطًیهک ذشٍف یّههة طى mRNA جیهةى 

 ،αSMAی ّهة  طى mRNA ةىیه ج ضبىیه جش يیٌیحیلیبثش ػ یجشسػ َسظهٌ

collagen1α، NOX1  ٍNOX2، ؿهةّذ گهشٍُ   عٌهَبى جِ  گشٍُ کی 

  .ؿذ گشفصِ ًظش دس( ػةلن)گشٍُ 
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اوحراف  ±میاوگیه ) بٍ صًرتحاصل از سٍ بار تکرار  یج: وتاLX2 یسلًل ی در ردٌ یلیبیىیهحضًر س در collagen1α ي αSMAی َا شن mRNA بیان. 2 ضکل

ي  αSMA یَا شن یانب ،گسارش ضدٌ است. مطابق ضکل سالمساعت وسبت بٍ گريٌ  24در زمان  collagen1αي  αSMA یَا شن mRNA یانب ییرات( ي تغمعیار

collagen1α 05/0ی دار یکردٌ است. سطح معى یداپ داری معىی یانب کاَص کیبريتیف گريٌوسبت بٍ  یلیبیىیهس یکريمًلارم 00ي  60 َای غلظت در > P  در وظر

 (.05/0 > P: )#(، P < 01/0: )** .است ضدٌبٍ عىًان شن مرجع استفادٌ  GAPDH گرفتٍ ضد. از شن

 
جهِ   ng/ml2 (10) جهة غلظهس   TGF-βجهة   ّهة،  ػلَل وةسیػرغ ش

( جهِ  کیه حشٍشی)گهشٍُ ف  کیحشٍشیف يیؿشب جةدیٍ ب یػلَل ثیهٌظَس سػ

رکش  کیحشٍطًیذشٍف یّة طى mRNA ةىیجػةعس بًجةم ؿذ ٍ  24هذز 

 . ذههغ بص گشدیههذ یشیههگ بًههذبصُ Real-Time PCR کیههؿههذُ جههة شکٌ

 یّهة  غلظهس  جة ّة ػلَل ،جعذ ی هشحلِ دس TGF-βجة  وةسیػةعس ش 24

( جهِ  دسهةى یّة گشٍُ) يیٌیحیلیبص ػ کشٍهَ سیه 80ٍ  60، 40، 20، 10

  کیه شکٌ ضیحةك  بص سًهةل  جیٍ بًکَجِ ؿذًذ. ًصة وةسیػةعس ش 24هذز 

Real-Time PCR  ی ّههة طى ةىیههج ضبىیههًـههةى دبد کههِ هαSMA، 

collagen1α، NOX1  ٍNOX2 60 یّههههههههة غلٌههههههههس دس ٍ  

 کههةّؾ کیههحشٍشیف گههشًٍُؼههث جههِ  يیٌیحیلیبص ػهه کشٍهههَ سیه 80

 .(3 ٍ 2بؿکةل . )(P < 05/0) دبؿصٌذ یدبس یهعٌ

 جشسػی هٌظَس جِ :( دس ػلَلROSسصبد ) یّة یکةلسبد یذشَل یضبىه

 بجصهذب ( دس ػهلَل  ROSسصبد ) یّة یکةلسبد یذشَل یضبىه جش یلیحیٌیيبثش ػ

  جهة غلظهس   TGF-βجهة   ّهة  ػهلَل  شیوهةس  یحشٍشیهک، ف گهشٍُ جِ عٌهَبى  

ng/ml 2 ِجهِ ههذز    یحشٍشیکف یيؿشب یجةدٍ ب یػلَل یثهٌظَس سػ ج

 ػههلَلی دسٍى ROS یههذشَل هیههضبى. ػههرغ گشدیههذػههةعس بًجههةم  24

جهة   یوةسػةعس ش 24ذغ بص  ًیضدسهةى  ّةی گشٍُؿذ. ػرغ  گیشی بًذبصُ

TGF-β یلیحیٌیيبص ػ یکشٍهَ سه 80 ٍ 60، 40، 20، 10 ّةی جة غلظس 

 هیهضبى دبد کهِ   ًـهةى  ًصهةیج . ؿذًذ بًکَجِ ٍ شیوةس ػةعس 24 هذز جِ

بص  یکشٍهههَ سه 80 ٍ 60 ّههةی غلظههس ی دسدسٍى ػههلَل ROS یههذشَل

 کههشد  ذیههذب دبسی هعٌهی کههةّؾ  کیههحشٍشیف گهشٍُ ًؼههث جههِ  یلیحیٌیيػه 

(05/0 > P)   (4)ؿک. 

 

   
اوحراف  ±میاوگیه ) بٍ صًرتحاصل از سٍ بار تکرار  یج: وتاLX2 یسلًل ی در ردٌ یلیبیىیهدر حضًر س NOX2ي  NOX1ی َا شن mRNA بیان. 3 ضکل

ي  NOX1 یَا شن یانب ،گسارش ضدٌ است. مطابق ضکل سالمساعت وسبت بٍ گريٌ  24زمان  در NOX2ي  NOX1 یَا شن mRNA یانب ییرات( ي تغمعیار

NOX2 05/0ی دار یکردٌ است. سطح معى یداپ یدار یمعى یانب کاَص ،کیبريتیف گريٌوسبت بٍ  یلیبیىیهس یکريمًلارم 00ي  60 یَا غلظت در > P ر وظر د

 P ،*** :001/0 > P ،# :05/0 > P < 01/0: **است.  ضدٌبٍ عىًان شن مرجع استفادٌ  GAPDH گرفتٍ ضد. از شن
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 ی دس سدُ یلیحیٌیيحوَس ػ دس یدسٍى ػلَل ROS یذشَل یضبىه. 4 ؿک 

بًحشبف  ±هیةًگیي ) جِ كَسزحةك  بص ػِ جةس شکشبس  یج: ًصةLX2 یػلَل

ػةعس ًؼحس جِ  24صهةى  دس یدسٍى ػلَل ROS یذشَل ییشبز( ٍ شغهعیةس

 یدسٍى ػلَل ROS یذشَل هیضبى ،گضبسؽ ؿذُ بػس. هٌةج  ؿک  ػةلنگشٍُ 

 کیحشٍشیف گشًٍُؼحس جِ  یلیحیٌیيػ یکشٍهَ سه 80ٍ  60 یّة دس غلظس

دس ًظش  P < 05/0ی دبس یکشدُ بػس. ػٌ  هعٌ یذبذ یدبس یهعٌ یةىج کةّؾ

 بػس. ؿذُجِ عٌَبى طى هشجع بػصفةدُ  GAPDH گشفصِ ؿذ. بص طى
:*** 001/0 > P05/0: # ؛ > P. 

 

 بحث

 یشٍػهی ٍ ّةی هضهي بػس کِ دس بثش عفًَس یوةسیج یک یکحذ یحشٍصف

 ٍ هلهشف بلکه  ٍ بخههصلا ز   ء (، ػههB  ٍCَ یهس ّرةش یهشٍع )هةًٌهذ 

بص حههذ  یؾٍ هٌجههش جههِ شجوههع جهه ؿههذُ یجههةدب یکههیٍ طًص یکیهصههةجَل

ؿَد. دس حهةل   یبص جولِ کلاطى ه یخةسج ػلَل یکغهةشش یّة یيذشٍشا

سههةى  د یثش ٍ کةسسههذ جهشب  ؤهه  یحشٍشیهک هذ ف ی، کوحَد دبسٍّةحةهش

 .(13 ،12)بػس  یهـک  جضس  جْةً یککحذ  یحشٍصف

شَبًهذ بص   یهه  لیحیٌیيػهی  یهة کهِ س  ینکشد یهٌةلعِ، هة جشسػ یيدس ب

 یشیجلهَگ  TGF-βبص  یًةؿه  یکحهذ  یحهشٍص دس هذل ف یحشٍصف یـشفسذ

 جهة شش بص   یّهة  غظهس هٌةلعهِ ًـهةى دبد کهِ     يیحةك  بص ب جیًصةکٌذ. 

 یّهة  ػهلَل بص  یوه یبص ً ؾیجةع  هش  ج يیٌیحیلیبص ػ کشٍهَ سیه 80

 یّهة  سظه غلبص   یه دل يیجهِ ّوه   ٍ ؿهَد  یهکـس  يیدس هح یب ػصةسُ

ًـهةى   جیًصهة  يیبػصفةدُ ؿذ. ّوچٌ یػلَل وةسیش یجشب 50IC بص شش يییذة

 αSMA  ،collagen1α ،NOX1  ٍNOX2یّة طى ةىیج ضبىیدبد کِ ه

 دس صههةى   يیٌیحیلیبص ػه  کشٍههَ س یه 80ٍ  60 یّهة  غلظهس حوَس  دس

 ّوشبُ جَدًذ.   یدبس یهعٌ کةّؾ جة کیحشٍشیف گشٍُػةعس ًؼحس جِ  24

ِ  ،دبدًهذ هٌةلعهةز ًـهةى    بص  یکه ی TGF-β ٌگیگٌةلیػه  شیهؼه  که

 یوهةس یٍ ذهةشَطًض ج  ـهشفس یدس ذ شیدسگ ٌگیگٌةلیػ یشّةیهؼ يیشش نهْ

، یکحههذ یحشٍطًههضف یـههشفس. دس سًٍههذ ذ(14)بػههس  یکحههذ حههشٍصیف

HSC یذ شَل یعٌَبى هٌحع بكل ِسب ج یًقؾ بكل ،فعةل ؿذُ یّةECM 

خهةسج   یکغههةشش  ،فعهةل ؿهذُ   یّة HSC. (15)کٌٌذ  یه یدس کحذ جةص

بص حههذ  یؾششؿهه  جهه یيکٌٌههذ، جٌههةجشب یششؿهه  هههسب  فشبٍبًههی یػههلَل

بص  یکهی ؿهَد.   یهه  یکحهذ  یحهشٍص ف یجةدجةع  ب یکغهةشش یّة یيذشٍشا

( بػس کهِ دس  OS) یذبشیَهضهي کحذ، بػصشع بکؼ یوةسیج یّة هـخلِ

( ROS) یشذهز  ٍبکٌؾ یظىبکؼ یّة ّة ًقؾ دبسد. گًَِ HSCفعةل ؿذى 

 یيذهةسبکش  یػهةص  فعةل یّة یگٌةلػ ی،کحذ یّة ؿذُ شَػي ػلَل یذشَل

 .(17 ،16)کٌٌذ  یّة فشبّن ه HSC یسب جشب

NOX ُبص  یعیٍػه  یهف ً یّة ّؼصٌذ کِ جشب ینبص سًض یب ّة خةًَبد

 یههة یذ)ػَذشبکؼهه ROS، یضجههةىه یگٌةلیٌگٍ ػهه یدفههةع یعولکشدّههة

دس  NOX یضٍفههشمکٌٌههذ. ّفههس ب یههه یههذ( سب شَلیههذسٍطىّ یذذشبکؼهه

ٍ  NOX1-5 ،DUOX1ؿههَد ) یههه یههةىذؼههصةًذبسبى ج یّههة ػههلَل

DUOX2ِیّة یضٍفشمب ی (. ّو NOX  ءهصله  جهِ غـهة    یّهة  ینسًهض 

 یّهة  یضٍفشم. بذّؼصٌ ٍبجؼصِ NADPHخَد جِ  یسفعةل یّؼصٌذ کِ جشب

NOX1  ٍNOX2 دس  یـصشجHSC یهه  یهةى ّة ج   ِ  ی ؿهًَذ ٍ دس شَػهع

 .(18 ،6)ًقؾ دبسًذ  کحذ یحشٍصف

Lan  ،ِّههةی طى جیههةى بص جلههَگیشیٍ ّوکههةسبى ًـههةى دبدًههذ کهه 

NOX، ییّهة  دس ههَؽ  یحهشٍص بص بلصْهةت ٍ ف  یًةؿه  یکحذ یثسػ  ِ  که

CCl4 (19)کهشد   یهذب جْحَد ذ یشیرـوگ ِ ًَسکشدُ جَدًذ ج یةفسدس. 

NOXs یبكل هٌحع ROS یًةؿه  یحشٍطًیکف یّة دس کحذ بػس ٍ ذةػخ 

ّههة ٍ هةکشٍفةطّههة  HSCسب دس  II ،PDGF  ٍTGF-β یَشةًؼههیيبص سًظ

 کٌذ. یٍبػٌِ ه

Liang یهک بجؼهةم سذَذصَش  یصَصفةگَػه  دبدًهذ، ًـةى  کةسبىٍ ّو 

هٌجهش جهِ فعهةل ؿهذى      ،کحهذ  ّهةی  ػلَلّة ذغ بص هش   HSCشَػي 

NOXs شَبًهذ  هیؿَد کِ  یکلاطى ه فشبٍبى یذٍ شَل  ِ  یـهشفس ذ ی صهیٌه

 .(20)سب فشبّن کٌذ  یکحذ شٍصیحف

جهِ ًهَس    ،TGF-βشَبًؼس دس حوهَس   یلیحیٌیيهة، ػ ی دس هٌةلعِ

کِ  αSMAطى  جیةى یيٍ ّوچٌ NOX1 ،NOX2ی ّة طى یةىج یثشؤه

ِ  یشفعهةل بص حةلهس غ  ّهة HSC یهد فٌَش ییششغ یًـةًگش هْن جشب یک  جه

 یش. هؼههدّههذسب کههةّؾ  جةؿههذ هههی( یَفیحشٍجلاػههسحةلههس فعههةل )ه

 ی یشًهذُ شَػي گ ،ؿَد یفعةل ه TGF-βکِ شَػي  یهصعةسف یگٌةلیٌگػ

دٍ  یدبسب TGF-β یػٌ  ػلَل دسؿَد.  یه گشی ٍبػٌِ خَد یکًَ  

 یهس ( جهة فعةل TβRI ٍTβRII) 2 ٍ 1ًهَ    ییًَ  سػرصَس عشم غـة

ٍ  TGF-βقشبس گشفصي  جِ دًحةل. جةؿذ هی یٌةصیک یيششئًَ یيػش  یجهش س

TβRII فعةل کشدى  یلِجةع  فؼفش ٍTβRI  3/2کهِ   ؿهَد  ههیSmad 

(Rsmadسب ) ی یههِدس ًةح یيخههةف ػههش  یههذیَّةیدس هحهه  سص c 

بشلهةل   ییشَبًهة  3/2Smadشششیث  بیي جِ کٌذ هی فؼفشیلِ ؿةى یٌةلششه

 یههککوههرلکغ ّصشٍهش ی شـههک یجههشب ( سبCo-Smad) 4Smad جههِ

Smad بص جولهِ   ّهةیی  طى سًٍَیؼهی  جهشبی  دس ًْةیهس  ٍ کٌهذ  هی یذبذ

NOXs ّؼصِ  ٍبسدخةسج ػلَل هةًٌذ کلاطى  یکغهةشش ّةی یيٍ ذشٍشا

 . (14) ؿَد هی
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 گیری نتیجه

ِ  ّههةیی طى یهةى ، ػههشکَت جیيجٌهةجشب  هؼههیش  بیههي شَػهي  ًْةیههس دس که

دس  ٍ ػهلَلی  خةسج هةششیکغ کةّؾ جةع  ؿًَذ، هیفعةل  ػیگٌةلیٌگ

 یسدس ًْة یلیحیٌیي. دسهةى جة ػؿَد هی یکحذ یحشٍصجةع  جْحَد ف ًْةیس

جةعه    ROSٍ کهةّؾ   NOXs یش ػهیگٌةلیٌگ شذبخ  دس هؼ ی بص ًش

بص کلاطى فشبٍبى  یًةؿ یکحذ سػیث کةّؾ ٍ ّةHSCهْةس فعةل ؿذى 

 یلیحیٌیيکهِ ػه   دبدًـهةى   یجًصهة  یهي ؿَد. ب یه یـگةّیسصهة یيدس ؿشب

 .کحذ جةؿذ یحشٍصدسهةى ف یعةه  جزبت جشب یک بػسهوکي 

 

 تشکر و قدردانی

ثحس ؿذُ دس  یقةشیهٌةلعِ، حةك  ًشح شحق یيگضبسؽ ؿذُ دس ب یجًصة

-CMRC ؿةذَس بَّبص جهة ؿهوةسُ ًهشح    یجٌذ یدبًـگةُ علَم ذضؿک

 گهشٍُ  سهٌةلعهِ، د  یهي ب یبهَس هشجَى جِ بجهشب  یجةؿذ. شوةه هی 0038

 یدبًـهگةُ علهَم ذضؿهک    هلکهَلی  ػهلَلی  شحقیقةز هشکض ٍ جیَؿیوی

هحصهشم ٍ کةسؿٌةػهةى    یذبػس. بص بػهةش  ؿذُؿةذَس بَّبص بًجةم  یجٌذ

 کوهةل شـهکش    ،ًوَدًهذ  یًهشح ّوکهةس   یهي کهِ دس بًجهةم ب   یدلؼَص

 .ینسب دبس
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Abstract 

Background: Liver fibrosis is a chronic disease caused by viral infections (such as hepatitis B and C viruses), 

alcohol abuse, and metabolic and genetic disorders that leads to excessive accumulation of extracellular matrix 

proteins, including collagen. The progression of liver fibrosis can leads to cirrhosis and liver cancer. In this 

study, the role of silibinin in the prevention of liver fibrosis progression was investigated.  

Methods: LX2 cells were cultured in DMEM medium with 10% Fetal Bovine Serum (FBS). In the first stage, 

cells were treated with TGF-β at a concentration of 2 ng / ml (fibrotic group) for cell damage and fibrotic 

conditions for 24 hours, then at concentrations of 10, 20, 40, 60 and 80 μM of silibinin (The treatment groups) 

were treated for 24 hours and the mRNA expression of αSMA, collagen1α, NOX1 and NOX2 genes and the rate 

of intracellular reactive oxygen species (ROS) production were measured. 

Findings: The results showed that the mRNA expression of αSMA, collagen1α, NOX1 and NOX2 genes at 

concentrations of 60 and 80 μM silibinin was significantly reduced compared to the TGF-β group. Also, the rate 

of intracellular ROS production at 60 and 80 μM concentrations of silibinin was significantly reduced compared 

to the TGF-β group (P < 0.05). 

Conclusion: According to our study, silibinin inhibits the activation of Hepatic stellate cells (HSCs) by reducing 

the expression of genes involved in the progression of hepatic fibrosis and reduces liver damage caused by 

excessive production of collagen and reactive oxygen species in vitro. The findings from this study indicate that 

silybinin may be a potential therapeutic agent in the treatment of liver fibrosis. 
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