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  1011سوم خرداد  ی /هفته916 ی /شمارهو نهم  سال سی دانشکده پزشکی اصفهانمجله 
 51/9/1011تاریخ چاپ:  55/1/1011تاریخ پذیرش:  5/11/1911تاریخ دریافت: 

  
  کبد یا‌ستاره یها‌سلول در TGF-β / Smad3C نگیگنالیس ریمس یساز‌فعال بر کلسترول اثر یبررس

 یکبد بروژنزیف شرفتیپ در آن نقش و

 
  3تقوایی محمد نرگس ،3یاقوتی حمید سید ،2رضایی بابااحمدی حسین ،1آفرین رضا

 
 

 دهیچک

‌چرا‌؛شود‌یم‌هدر‌کبد‌نسبت‌داد‌زخم‌از‌حد‌شیب‌لیو‌تشک(‌‌HSCsای‌Hepatic stellate cells)کبد‌‌یا‌ستاره‌یها‌اغلب‌به‌فعال‌شدن‌سلول‌،یکبد‌بروزیف‌:مقدمه

‌امطالعه‌ب‌نیاشود.‌‌یم‌کبدو‌سرطان‌‌کبد‌روزیمنجر‌به‌س‌اغلب‌،یماریب‌نیا‌ی‌شرفتهیمراحل‌پ‌شوند.‌یم‌یخارج‌سلول‌کسیاز‌حد‌ماتر‌شیب‌دیها‌باعث‌تول‌سلول‌نیا‌که
‌.شد‌انجام‌کبد‌یا‌ستاره‌یها‌سلول‌یساز‌فعال‌برنقش‌کلسترول‌‌یبررس‌هدف

‌‌Dulbecco's Modification of Eagle’s Medium‌(DMEMکشت‌طیمح‌در‌ها‌سلول‌:ها‌روش ‌‌Fetal bovine serumاز‌درصد‌‌11با‌همراه(

(FBS‌ ‌شدند‌ماریت‌ساعت‌‌50مدت‌به‌کلسترول‌از‌کرومولاریم‌‌111و‌‌55،‌51،‌55یها‌غلطت‌با‌و‌شدند‌داده‌کشت( ‌یها‌ژن‌انیب‌زانیم‌سپس،.
Transforming growth factor beta‌(TGF-βو‌‌)Collagen1αنیپروتئ‌سطح‌زینو‌‌‌Smad3Cگرفت‌قرار‌سنجش‌مورد‌یکبدبروزیف‌یابیرزا‌یابر‌.‌

.‌افتی‌شیافزا‌یدار‌یمعن‌صورت‌به‌شاهد‌گروه‌به‌نسبت‌کلسترول‌کرومولاریم‌‌111و‌‌55یها‌غلظت‌در‌Collagen1αو‌‌‌TGF-βیها‌ژن‌انیب‌زانیم‌:ها‌افتهی

‌شیافزا‌یدار‌یمعن‌صورت‌به‌شاهد‌گروه‌به‌نسبت‌کلسترول،‌کرومولاریم‌‌111غلظت‌با‌ها‌سلول‌ماریت‌از‌ساعت‌‌5گذشت‌از‌پس‌‌Smad3Cنیپروتئ‌سطح‌ن،یهمچن
‌.افتی

‌کسیماتر‌دیتول‌در‌ریدرگ‌یاصل‌یها‌نیپروتئ‌شیافزا‌باعث‌‌TGF-βنگیگنالیس‌ریمس‌کردن‌فعال‌و‌‌Smad3Cنیپروتئ‌سطح‌شیافزا‌با‌کلسترول‌:یریگ جهینت

 .کند‌فراهم‌را‌یکبد‌بروزیف‌شرفتیپ‌ی‌نهیزم‌تواند‌یم‌کلسترول‌جه،ینت‌در.‌شود‌یم‌‌Collagen1αجمله‌از‌یسلول‌خارج

‌‌Transforming growth factor betaکلسترول؛‌؛یکبد‌بروزیف‌:یدیکل واژگان

‌

  سیگنالینگ مسیر سازی‌فعال بر کلسترول اثر بررسی .نرگس‌تقوایی‌محمد‌حمید،‌سید‌یاقوتی‌حسین،‌رضایی‌بابااحمدی‌رضا،‌آفرین‌:ارجاع

TGF-β / Smad3C 515-‌512(:911)‌‌91؛‌1011اصفهان‌پزشکی‌دانشکده‌مجله .کبدی فیبروژنز پیشرفت در آن نقش و کبد ای‌ستاره های سلول در. 

‌

 مقدمه

مممم    بیآسم  از یناشم  زخم   بهبود به پاسخ کی ،یکبد بروزیف یماریب

 خممارس سمم و    کسیمممامر ادیممز اریبسممو بمما معممم    اسمم  یکبممد

(Extra cellular matrix ای ECMمشخص م )یهما ‌ع م   ازشمود   ‌ی 

)از جم مه    یهپام یروسیو یها‌عفون  به موان‌یم ،یکبد بروزیف یاص 

 یمنم یخمود ا  یها‌یماری(، سوء مصرف الکل و بC  یو هپام B  یهپام

 کیم  ،یکبمد  بمروز ی  ف(1-2) کمرد  اشمار   یارثم  کیم اختلالات متابول و

اسم  و   یمممم  کبمد   یها‌یماریب ی در موسعه ریناپذ ییجدا ی مرح ه

 نومیموانمد بما کارسم   ‌یمم   ،یهمچنشود  ‌یم یکبد روزیاغ ب منعر به س

 یی( و نارساHCC ای Hepatocellular carcinoma) یکبد یها‌س و 

 دیم جد کیم برومیف پروعوامل  ییشناسا،  ی  بنابرا(3)همرا  باشد  یکبد

مهم  اسم   در رونمد     اریبسم  شوند،‌یم یکبد بروزیف شرف یپ باعثکه 

 کبمممد  یا‌سمممتار  یهممما‌شمممدن سممم و  ، فعممما  یکبمممد بروژنممممیف

(Hepatic stellate cells ای HSCنقش )(4)د ندار یاساس ی  HSC  هما

 ایم  Platelet-drived growth factor جم مه رشمد )از   عواممل موسط 

PDGF و Transforming growth factor beta ایممم TGF-β ،)
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  و IL1β ایمم Interleukin 1 beta ریممنظ) یالتهمماب یهمما‌ یتوکیسمم

Alpha tumor necrosis factor ایممم αTNF ،)هممما و ‌ یکموکممما

فعما    یهما HSC ،شوند  سمپس ‌یفعا  م ویدامیمحصولات استرس اکس

 رسمو   بما  کهکنند ‌یم دیکبد مول رد یخارس س ول کسیمامر کی ،شد 

 انیم   در م(5-6) شمود ‌یمم  فراه  یکبد بروزیف شرف یپ ی نهیزم کلاژن،

 یرا بماز  ینقم  اصم    TGF-β  یتوکیس، هاHSC ی کنند عوامل فعا  

باشد کمه  ‌یم کبد در یاص  کیبرومیپروف  یتوکیس کی ،TGF-βکند  ‌یم

 بممه همما‌آن لیمبممد و کبممد یا‌سممتار  یهمما‌سمم و  شممتریب یسمماز‌فعمما  بمما

نمو     یشمتر ی)ب کیم کملاژن نمو     انیم ب  یافما باعث بروبلاس ،یوفیم

از   یو معمم  بم   (یکبمد  بمروز یف ییشد  در مراحل ابتدا دیکلاژن مول

فعما    نگیگنالیس ری  مس(7-8) شود‌یم یخارس س ول کسیمامر ی انداز 

خمود اسم   در    کیم نمو    ی رنمد  یگ ی واسطه به TGF-βشد  موسط 

 2و  1نممو   ییغشمما ی رنممد یدو نممو  گ یدارا TGF-β ،یسممطس سمم ول

(TβRI  وTβRII )بمه دنبما    باشد‌یم ینازیک  یمرئون  یسر  یلفعا با  

و   هیباعمث فسمفر   رنمد  یگ  یم ا ،TβRII یبمر رو  TGF-βقرار گرفت  

 خمود،  ینماز یک  یم فعال با مین رند یگ  یا که شود‌یم TβRIفعا  کردن 

(Rsmad )Smad2/3 ی هیرا در ناح C بمه   کنمد  ‌یم  هیفسفر نالشانیمرم

را  Smad4( Co-Smad) بممه امصمما  ییموانمما Smad2/3 ب،یمممرم  یمما

  ،یم نها در و کننمد ‌یمم  دایم پ Smad کیکمپ کس هترومر لیمشک یبرا

 مانند یس ول خارس کسیمامر یها‌ یپرومئ رینظ ییها‌ژن یسیرونو یبرا

 ی‌نمه یزم TGF-β  یتوکیس ب،یمرم  یو به ا شوند‌یم هسته وارد کلاژن

 ( 1)شکل  (9) کند‌یم فراه  را یکبد بروزیف شرف یپ

 

 
 Transforming growth نگیگنالیس ریمس یسازفعال ی نحوه. 1 شکل

factor beta (TGF-β )TGF-β/Smad کبد و  یا‌ستاره یها‌در سلول

 یکبد بروژنزیف شرفتینقش آن در پ

 در آزاد ک سممترو  معممم  کممه اسمم  شممد  مشمماهد  ،یمممازگ بممه

 و دارد یکبمد  بمروز یف پماموژنم  در یمهم نق  کبد، یا‌ستار  یها س و 

کبمد   یا‌سمتار   یهما ‌سم و   یساز‌فعا  باعث مواند‌یم ک سترو ، معم 

 باعمث  آزاد ک سترو  معم  که اس  د ش مشاهد  ،یطرف از  (11)شود 

امما   ،(11) شمود ‌یم TGF-βکبد به  یا‌ستار  یها‌س و  شتریب  یحساس

 هما Rsmad ی به واسطه TGF-β نگیگنالیس ریمس ینق  ک سترو  رو

 شمود،  یس ول خارس کسیمامر معم  و دیمول  یافما باعث مواند‌یم که

 یبررسم  بمه  مطالعه،  یا در رو،  یا از  اس  نشد  یبررس کامل طور به

 ریمسمم و TGF-β، Collagen1α یهمما‌ژن انیممب بممر ک سممترو  نقمم 

  شد پرداخته کبد یا‌ستار  یها‌س و  در Smad3C نگیگنالیس

 

 ها‌روش

 اخملا   ی تمه یکم معموز  بما  حاضمر،  ی‌مطالعمه  ها:HSC ماریمکش  و 

 اهمممممواز شممممماپور‌یجنمممممد یپمشمممممک ع ممممموم دانشمممممگا 

(IR.AJUMS.MEDICINE.REC.1398.031 )شد انعام و یطراح  

 Sigma، Fetal bovine serum شمرک   از ک سمترو   مطالعمه،   یا در

(FBS )شرک  از Gibco، یسیاسترپتوما و  ی یس‌یپن یها‌کیومیب‌یآنت  

 Dulbecco's modification of Eagle medium کشم   طیمحم  و

(DMEM )شرک  از Bio-Idea از مطالعمه،   یم ا در  شمدند  یداریخر 

نممو  از  کیمم یسمم ول ی رد   یمماسممتفاد  شممد  ا LX2 یسمم ول ی رد 

 راینممام و یعممیطب صممورت بممه انسممان کبممد یا‌سممتار  یهمما سمم و 

(Immortalized human hepatic stellate cell )  ی رد   یم ا  اسم 

و  دینوئیرم س ی، متابولها  یتوکیس نگیگنالیس یدیک  یها‌یژگیو ،یس ول

 یبرا یس ول ی رد   یاشود که ‌یباعث م  یند و اک‌یرا حفظ م بروژنمیف

مناسمب   اریانسان بس یکبد بروزیو درمان ف صیمشخبر  یمطالعات مبتن

 انیم ب مانیم مطالعمه، سمنع  م    یاز اهداف ا یکیکه  یی  از آن جادباش

عوامل رشد  ریاز اثرات سا یریبود، به منظور ج وگ TGF-βعامل رشد 

 هما بمه ممدت     سم و   ،DMEM low glucoseکش   طیموجود در مح

 ممماریم ،قممرار داد  شممدند  سممپس Starvation طیشممرا درسمماع   24

  ،یآزما انعام ی  براشد انعام ساع  24 مدت به ک سترو  با ها س و 

  شد گرفته نظر دربا ک سترو (  ماریو مورد )م شاهد گرو  دو

 متفماوت  یهما ‌غ ظم   اثمر  یبررس منظور به :MTT assay کیمکن

 یهما  ، در هر چاهک ظمرف LX2 یس ول ی رد  یبقا مانیم بر ک سترو 

 مممورد نظممر کشمم  و  یسم ول  ی‌سمم و  از رد  5111خانمه، حممدود   96

همر خانمه بما     یهما  س و  ،  سپسشد داد ساع  در انکوبامور قرار  24

 ک سممترو  از (12) کرومممولاریم 151 و 111، 75، 51، 25 یهمما‌غ ظمم 

  ییدمما  طیشمرا  بما  انکوبمامور  در سماع   24 ممدت  بمه  و شمدند  ماریم

 طی  محم شدند انکوبه درصد 5 کرب  دیاکس‌ید و گراد‌یسانت ی درجه 37

 تمر یل ی ی/مگرم ی یم 5/1 غ ظ  با MTT بیو مرک شد ضیمعو ها‌ س و
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 ،  سمپس شمد  داد ساع  در انکوبامور قرار  4 یها اضافه و برا به س و 

فورممازان   یهما  سمتا  یحل شدن کر یحذف و برا MTT یحاو طیمح

 ( بممه هممر چاهممک  DMSO) Dimethyl sulfoxide تممریکرولیم 111

 نممانومتر موسممط  595همما در  جممذ  نمونممه  ،یممنها در  شممداضممافه 

  Enzyme-linked immunosorbent assay reader دسمممتگا  

(ELISA reader )شد مشخص  

 مومما  ، هما ‌سم و   یآور‌جمم   از پمس  :Real-Time PCR کیمکن

RNA دسمتورالعمل  طبم  ( آلممان ) اژنیم ک شمرک    یم ک از استفاد  با 

 جمذ   مانیم نانودراپ دستگا  از استفاد  با و استخراس سازند  شرک 

 و خموان   281 بمه  261 موس طو ( OD ای Optical density) ینور

 Complementary DNA سممنتم سممپس،  آمممد دسمم  بممه 1/2 عممدد

(cDNA )موما  یرو از RNA واکمن    شمد  انعام Real-time PCR 

 از اسمتفاد   بما  TGF-β، Collagen1α یها‌ژن انیب مانیم سنع  یبرا

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

(Ampliqon, Denmark) دسممممممتگا  از اسممممممتفاد  بمممممما و  

Applied Biosystems QuantStudio3 مممورد یمرهممایپرا  شممد انعممام 

  شدند یداریخر( رانی)ا ناک ونیس شرک  از که باشند‌یم ریز شرح به استفاد 

 TGF-βرف  ژن  یموال

  5'-GTGGACATCAACGGGTTCACT- 3' 

 TGF-βبرگش  ژن  یموال

  5'-CTCCGTGGAGCTGAAGCAATA- 3' 

 Collagen1αژن  رف  یموال

  5'-GGAATGAAGGGACACAGAGGTT- 3' 

 Collagen1αبرگش  ژن  یموال

  5'-AGTAGCACCATCATTTCCACGA- 3' 

 GAPDHرف  ژن  یموال

 5'- GACAGTCAGCCGCATCTTCT - 3' 

 GAPDHبرگش  ژن  یموال

  5'-GCCCAATACGACCAAATCCGT- 3' 

، Western blot کیم انعمام مکن  یبرا :Western blotting کیمکن

اسمتخراس   یبمرا  ها‌س و  سپس،  شدند داد  قرار خی یروها ‌س و  ابتدا

 پرومئماز   ی مهمار کننمد    کیم هممرا  بما    RIPAدر بمافر    یپرومئ موما 

(Sigma Aldrich )از روش ندشمد  هیم معم  Bicinchoninic acid assay 

(BCAبرا )یهما ‌نمونه بعد، ی مرح ه دراستفاد  شد   ها‌ یغ ظ  پرومئ  ییمع ی 

درصممد  11الکتروفممورز ژ   ی( بممر رو یممدر هممر لا کروگممرمیم 31) ینممیپرومئ

 Sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGEجدا شد )ولم  بمه    131 طی  الکتروفورز محم  شمرا  ند

 یهما از ژ  بمر رو  ‌ یانتقما  پمرومئ   ،ساع  انعام شد  سپس 5/1مدت 

 Polyvinylidene fluoride or polyvinylidene difluoride یغشا

(PVDF( )Milliporeالاتی، ا  ) ی درجمه  4 یدمما  طیشرا مح متحد 

  پس از (13) شد انعام  ساع 2 مدت هول  ب 111 ولتاژ با گراد‌یسانت

بمدون   ریشم درصمد   5امما  در   یساع  در دما 2انتقا ، غشا به مدت 

( BSA ایم  Bovine serum albumin) یسمرم گماو    یآلبموم  ای یچرب

درصمد   1/1با  Tris بافر ی( در مح و  نمک هیفسفر یها‌ یپرومئ ی)برا

Tris-buffered saline with 0.1% Tween (TBST  مسدود شمد و )

 ممدت  در گمراد ‌یسمانت  ی درجمه  4 ی( در دما1:1111) هیاول یباد‌یبا آنت

شسمته شمد و بما     TBSTغشا سه بار در  سپس،انکوبه شدند   شب کی

با اسمتفاد  از معمرف     ینها در(  1:11111انکوبه شد ) هیثانو یباد‌یآنت

ECL ،دسمتگا   در باندها یآشکارساز ChemiDoc  ی  بمرا شمد  انعمام 

 .استفاد  شد Image Jافمار ‌از نرم  ،یهر پرومئ انیب ی محاسبه

حاصل  یها‌  داد دسه بار مکرار شدن ها،  یآزما ممام :یآمار یواکاو

 ANOVA یهما  و با استفاد  از آزمون اریانحراف مع ±  یانگیمبه صورت 

 لیم و مح  هیمورد معم GraphPad Prism 9افمار ‌به کمک نرم Tukeyو 

  ددر نظر گرفته ش یدار‌یبه عنوان سطس معن P < 151/1  دقرار گرفتن

 

 ها‌افتهی

 یابیم ‌دسم   منظور به کبد: یا‌ستار  یها‌اثر ک سترو  بر زند  ماندن س و 

 در MTT  یآزمما  ،یس ول ماریم یبرا ک سترو  از مناسب یها غ ظ  به

، 25 یهما  غ ظم   با ها س و  ابتدا منظور،  یبد  شد انعام ساع  24 زمان

 غ ظمم  در  شممدند ممار یم ک سممترو  از کروممولار یم 151 و 111 ،75 ،51

 بمه  شماهد  گرو  به نسب  یس ول یبقا درصد ک سترو ، کرومولاریم 151

 یبمرا  ل،یم دل  یهمم  بمه (  P < 111/1) کمرد  دایم پ کاه  یدار یمعن طور

 گرفم   قمرار  اسمتفاد   ممورد  IC50 مر  ییپا یها غ ظ  ها، ژن انیب یبررس

 ( 2)شکل 

 

 
 با شده تیمار کبد ای ستاره های سلول بقای میزان یجنتا نمودار. 2 شکل

 8/121 برابر IC50 میزان. ساعت 22 مدت به کلسترول متفاوت های غلظت

 ،IC50 از بالاتر های غلظت در دهد می نشان که آمد دست به میکرومولار

. یابد‌می کاهش داری‌معنی صورت بهکبد  یا‌ستاره یها‌سلول یقاب میزان

 .شد انجام GraphPad Prism 9 افزار نرم با نتایج واکاوی
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 حضمممور در Collagen1αو  TGF-β یهممما‌ژن mRNA انیمممب

 و TGF-β یهممما‌ژن انیمممب مانیمممم یبررسممم منظمممور بمممه :ک سمممترو 

Collagen1α ، کرومولاریم 111 و 75، 51، 25 یها غ ظ  با ها س و 

 از حاصمل  جینتما   شدند انکوبه و ماریم ساع  24 مدت به ک سترو  از

ژن  انیممب مانیممم کممه داد نشممان Real-Time PCR کیمممکن میآنممال

 از کروممولار یم 51 و 25 یها غ ط  در Collagen1αو  TGF-βیها

  نداشممتند یدار یمعنمم  یافممما شمماهد گممرو  بممه نسممب ک سممترو 

(151/1 < P ،)بمه  ک سمترو   از کرومولاریم 111 و 75 یها غ ظ  در اما 

 ( 4 و 3 یها‌( )شکلP < 151/1) افتندی انیب  یافما یدار یمعن صورت

 

  
  -TGF( ژن mRNA) Messenger RNA بیان. 3 شکل

(Transforming growth factor beta )ی رده در کلسترول حضور در 

 یارانحراف مع ± یانگینصورت م به تکرار بارحاصل از سه  یج: نتاLX2 سلولی

گروه نسبت به  ساعت 22 زمان در TGF-β ژن mRNA یانب ییراتو تغ

 و 57 های غلظت در TGF-β ژن بیان شکل، مطابقگزارش شده است.  شاهد

 داری معنی بیان افزایش شاهد، گروه به نسبت کلسترول میکرومولار 111

 ژندر نظر گرفته شد. از  یدار یسطح معن P < 171/1. است کرده پیدا

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH ) 

P < 171/1) است شدهبه عنوان ژن مرجع استفاده 
*.) 

 

 یابی دس  منظور به :ک سترو  حضور در Smad3C  یپرومئ سطس

 ،Smad3C  یپمرومئ  ونیلاسم یفسفر سطس یابیارز یبرا مناسب زمان به

 مشماهد   و شمد  انعمام  متفماوت  یهما  زممان  در Western blot کیمکن

)غ ظم    ک سمترو   با ها س و  ماریم از ساع  2 گذش  از پس دیگرد

  یپمرومئ  ونیلاسیفسفر  یافما سطس  یشتریب ،(کرومولاریم 111 یینها

Smad3C ( 5)شکل  شود یم حاصل 
 

 بحث

 یهما  سم و   یساز فعا  و ها  یهپاموس بیآس از یناشکه  یکبد بروزیف

مممم    یهما  یممار یدر ب ریم مرگ و م عوامل از یکی اس ، کبد یا ستار 

 عواممل  و هما  سم  یمکان از یاریبسم ، حاضمر  حما   در  (14)اس   یکبد

 شممناخ   ،ی  بنممابرااسمم  مانممد  ناشممناخته یکبممد بممروزیف سمماز نممهیزم

 بمروز یف سماز  نمه یزم مواننمد  یمم  که یدیجد عوامل و یمولکول یرهایمس

 یدرممان  یهما  را  کشف امکان ما اس ،  یاهم میحا اریبس شوند، یکبد

  باشد داشته وجود یکبد بروزیف یبرا یمؤثر

 

 
 حضور در Collagen1α( ژن mRNA) Messenger RNA بیان. 2 شکل

صورت  به تکرار بارحاصل از سه  یج: نتاLX2 سلولی ی رده در کلسترول

  زمان در Collagen1α ژن mRNA یانب ییراتو تغ یارانحراف مع ± یانگینم

 ژن بیان شکل مطابقگزارش شده است.  شاهدنسبت به گروه  ساعت 22

Collagen1α گروه به نسبت کلسترول میکرومولار 111 و 57 های غلظت در 

در  یدار یسطح معن P < 171/1. است کرده پیدا داری معنی بیان افزایش شاهد،

 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase ژننظر گرفته شد. از 

(GAPDH به عنوان ژن مرجع استفاده )111/1) است شده > P
**.) 

 

  از بمالامر  یهما  غ ظم   کمه  داد نشمان  مطالعمه،   یا از حاصل جینتا

 یهما  سم و   ار یمین از  یب مرگ باعث ک سترو ، از کرومولاریم 111

 یهما  غ ظم   از ل،یم دل  یهمم  بمه  و شمود  یمم  کش  طیمح در یا ستار 

 نشمان  جینتما   ،یهمچن  شد استفاد  یس ول ماریم یبرا IC50 از مر  ییپا

 حضممور در Collagen1αو  TGF-β یهمما ژن انیممب مانیممم کممه داد

 سماع   24 زممان  در ک سمترو   از کروممولار یم 111 و 75 یهما  غ ظ 

  یافمما   یم ا که اس  داشته یموجه قابل  یافما شاهد گرو  به نسب 

  بمود  شمتر یب اریبسم  ک سمترو   کرومولاریم 111 غ ظ  در ژ یو به ان،یب

  یممر  مه  از یکی TGF-β نگیگنالیس ریمس که دهند یم نشان مطالعات

 یکبد بروزیف یماریب پاموژنم و شرف یپ در ریدرگ نگیگنالیس یرهایمس

 در، نگیگنالیسم  ریمسم   یا حد از  یب شدن فعا  با که (15-16) اس 

 یسم ول  خمارس  سیممامرک  حمد  از  یبم  معمم   و دیمول به منعر  ینها

 یکبمد  بمروز یف یممار یب شرف یپ یبرا را نهیزم  ،یطر  یا از و شود یم

  (16) کند یم فراه 
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القا  Smad3C پروتئین یلاسیونفسفر سطح رب متفاوت های زمان. اثر 7 شکل

  شکل: LX2 سلولی ی رده در( میکرومولار 111)غلظت  کلسترولشده با 

  غلظت حضور در کیفیصورت  هب Smad3C ینپروتئ یانب یزانم -الف

 بیان نسبی افزایش -ب شکل. متفاوت های زمان در کلسترول میکرومولار 111

 استفاده با باندها تحلیل و تجزیهحضورکلسترول.  در Smad3C ینپروتئ

حاصل از  یجنجام شد. نتاا Tukeyو  One-way ANOVA های ازآزمون

گزارش شده است.  یارانحراف مع ± میانگینصورت  هسه بار تکرار ب

171/1 > P یندر نظر گرفته شد. از پروتئ یدار یبه عنوان سطح معن 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH به عنوان )

P < 171/1) یداستفاده گرد یداخل شاهد
*.) 

 

TGF-β، یعیوسم  ی محدود  که اس  کیومروپیپ  رشد عامل کی 

 و مهماجرت  م،یمما س و ، رشد شامل کیولوژیب یاساس یعم کردها از

 بمروز  باعمث  آن، نگیگنالیسم  ریمسم  در اختلا   کند یم  یمنظ را آپوپتوز

 ،یطرف از .(17) شود یم یق ب و یکبد بروزیف مانند مخت ف یها یماریب

 کبد، یا ستار  یها س و  در آزاد ک سترو  معم  که اس  شد  مشاهد 

در  TLR4  ودشمم‌یدر غشما ممم  TLR4  یسمطس پممرومئ   یباعمث افممما 

کند ‌یم  یرا منظ Bambiدس  ‌ ییژن پا انی، بیکبد یا ستار  یها س و 

 و ابمد ی‌یم کاه  Bambi ژن انیب ،TLR4 نگیگنالیس  یافما با  (18)

 TGF-β بمه  شمکل  یا سمتار   یها س و  شتریب  یحساس  یافما باعث

 شمتر یب دیم مول و TGF-β نگیگنالیس  یافما باعث  ،ینها در و شود یم

  (19) شود یم یکبد بروزیف شرف یپ و یس ول خارس کسیمامر

 باعمث  موانمد  یمم  بمالا،  ک سمترو   یحاو پرچر  ییغذا  یرژ کی

 مین حاضر ی مطالعه در  (11) شود یکبد بروزیف ساز‌ نهیزم والتها  کبد 

 معممر  در، کبممد یا سممتار  یهمما‌سمم و  کممه یزمممان دیممگرد مشممخص

 یهما  ژن انیم ب مانیم م، رنمد یگ یمم  قمرار  ک سترو  از متفاوت یها غ ظ 

TGF-β و Collagen1α کسیممامر  معمم   و دیمول یاص  عوامل از که 

 شماهد  گمرو   بمه  نسب  یدار یمعن انیب  یافما، باشند یم یس ول خارس

 نقم   ،یسم ول  خمارس  کسیممامر  حد از  یب دیمول  یا که  کردند دایپ

   دارد یکبد بروزیف یماریب پاموژنم و شرف یپ در یمهم

 

 یریگ‌جهینت

 سمطس   یافمما  بما  ک سمترو   کمه  داد نشمان  مطالعه  یا از حاصل جینتا

 باعممث TGF-β نگیگنالیسمم ریمسمم کممردن فعمما  و Smad3C  یپممرومئ

 از یسم ول  خمارس  کسیمامر دیمول در ریدرگ یاص  یها ئ یپروم  یافما

 ی‌نمه یزم موانمد ‌یمم  ک سمترو   عمه، ینت در  شود‌یم Collagen1α جم ه

  کند فراه  را یکبد بروزیف شرف یپ

 

 یو قدردان تشکر

ثب  شد   یقامیمطالعه، حاصل طرح محق  یگمارش شد  در ا جینتا

طمرح   ی شماپور اهمواز بما شممار     ‌یجنمد  یدر دانشگا  ع وم پمشک

HLRC-9804 مطالعمه،    یا یامور مربوط به اجرا یباشد  ممام‌یم

دانشمگا    یراپمشمک یپ ی دانشمکد   یدمیم پیپرلیها قاتیدر مرکم محق

محترم  ستاداناس   از ا شد شاپور اهواز انعام ‌یجند یع وم پمشک

 ،نمودنمد  یطمرح همکمار    یم که در انعام ا یو کارشناسان دلسوز

 . یکما  مشکر را دار

 

References 

1. Aydin MM, Akcali KC. Liver fibrosis. Turk J 

Gastroenterol 2018; 29(1): 14-21. 

2. Dobie R, Wilson-Kanamori JR, Henderson BEP, 

Smith JR, Matchett KP, Portman JR, et al. Single-cell 

transcriptomics uncovers zonation of function in the 

mesenchyme during liver fibrosis. Cell Rep 2019; 

29(7): 1832-47. 

3. Alegre F, Pelegrin P, Feldstein AE. Inflammasomes in 

liver fibrosis. Semin Liver Dis 2017; 37(2): 119-27. 

4. Parola M, Pinzani M. Liver fibrosis: 

Pathophysiology, pathogenetic targets and clinical 

issues. Mol Aspects Med 2019; 65: 37-55. 

5. Lim BJ, Lee WK, Lee HW, Lee KS, Kim JK, Chang 

HY, et al. Selective deletion of hepatocyte platelet-

derived growth factor receptor alpha and 

development of liver fibrosis in mice. Cell Commun 

Signal 2018; 16(1): 93. 

6. Dewidar B, Meyer C, Dooley S, Meindl-Beinker AN. 

TGF-beta in hepatic stellate cell activation and liver 

fibrogenesis-updated 2019. Cells 2019; 8(11). 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 ‌دقیقه‌91 ‌ساعت‌1 ‌ساعت‌5

ن 
ئی
وت

پر
ن 

یا
 ب
ن
زا

می
Sm

ad
3C

 
 

 (میکرومولار 100)کلسترول 
* 

 ب



 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 همکارانو  رضا آفرین  یکبد یبروژنزف پیشرفت بر کلسترول اثر

 1400سوم خرداد  ی/ هفته619ی شماره/  39 سال –اصفهان  یمجله دانشکده پزشک

 

217 

7. Li J, Wang Y, Ma M, Jiang S, Zhang X, Zhang Y, et 

al. Autocrine CTHRC1 activates hepatic stellate cells 

and promotes liver fibrosis by activating TGF-beta 

signaling. EBioMedicine 2019; 40: 43-55. 

8. Altamirano-Barrera A, Barranco-Fragoso B, Mendez-

Sanchez N. Management strategies for liver fibrosis. 

Ann Hepatol 2017; 16(1): 48-56. 

9. Liu H, Dong F, Li G, Niu M, Zhang C, Han Y, et al. 

Liuweiwuling tablets attenuate BDL-induced hepatic 

fibrosis via modulation of TGF-beta/Smad and NF-

kappaB signaling pathways. J Ethnopharmacol 2018; 

210: 232-41. 

10. Teratani T, Tomita K, Suzuki T, Oshikawa T, 

Yokoyama H, Shimamura K, et al. A high-cholesterol 

diet exacerbates liver fibrosis in mice via 

accumulation of free cholesterol in hepatic stellate 

cells. Gastroenterology 2012; 142(1): 152-64. 

11. Hou W, Syn WK. Role of metabolism in hepatic 

stellate cell activation and fibrogenesis. Front Cell 

Dev Biol 2018; 6: 150. 

12. Lim SC, Parajuli KR, Duong HQ, Choi JE, Han SI. 

Cholesterol induces autophagic and apoptotic 

death in gastric carcinoma cells. Int J Oncol 2014; 

44(3): 805-11. 

13. Jiao YN, Wu LN, Xue D, Liu XJ, Tian ZH, Jiang ST, 

et al. Marsdenia tenacissima extract induces apoptosis 

and suppresses autophagy through ERK activation in 

lung cancer cells. Cancer Cell Int 2018; 18: 149. 

14. Khomich O, Ivanov AV, Bartosch B. Metabolic 

hallmarks of hepatic stellate cells in liver fibrosis. 

Cells 2019; 9(1). 

15. Biernacka A, Dobaczewski M, Frangogiannis NG. 

TGF-beta signaling in fibrosis. Growth Factors 2011; 

29(5): 196-202. 

16. Xu F, Liu C, Zhou D, Zhang L. TGF-beta/SMAD 

pathway and its regulation in hepatic fibrosis. J 

Histochem Cytochem 2016; 64(3): 157-67. 

17. Piersma B, Bank RA, Boersema M. Signaling in 

fibrosis: TGF-beta, WNT, and YAP/TAZ converge. 

Front Med (Lausanne) 2015; 2: 59. 

18. Tomita K, Teratani T, Suzuki T, Shimizu M, Sato H, 

Narimatsu K, et al. Free cholesterol accumulation in 

hepatic stellate cells: mechanism of liver fibrosis 

aggravation in nonalcoholic steatohepatitis in mice. 

Hepatology 2014; 59(1): 154-69. 

19. Liu X, Hu H, Yin JQ. Therapeutic strategies against 

TGF-beta signaling pathway in hepatic fibrosis. Liver 

Int 2006; 26(1): 8-22. 



DOI: 10.22122/jims.v39i619.13838  Published by Vesnu Publications 
 
 
 

 

1- MSc Student, Department of Clinical Biochemistry, School of Medicine, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, 

Ahvaz, Iran 

2- Assistant Professor, Atherosclerosis Research Center AND Department of Clinical Biochemistry, School of Medicine, Ahvaz 

Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, Iran 

3- Assistant Professor, Hyperlipidemia Research Center AND Department of Laboratory Sciences, School of Paramedical 

Sciences, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, Iran  

Corresponding Author: Narges Mohammad-Taghvaei, Assistant Professor, Hyperlipidemia Research Center AND Department of 
Laboratory Sciences, School of Paramedical Sciences, Ahvaz Jundishapur University of Medical Sciences, Ahvaz, Iran; Email: 
ntaghvaiie@gmail.com 
 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 1400سوم خرداد  ی/ هفته619ی شماره/  39 سال –اصفهان  یمجله دانشکده پزشک

 

218 

Journal of Isfahan Medical School Vol. 39, No. 619, 3
rd

 Week, June 2021 
  

Received: 24.01.2021 Accepted: 14.04.2021 Published: 19.06.2021 

  

 
The Effect of Cholesterol on the Activation of TGF-β/Smad3C  

Signaling Pathway in Hepatic Stellate Cells and its role  

in the Progression of Liver Fibrogenesis 

 
Reza Afarin

1
, Hossein Babaahmadi-Rezaei

2
, Seyed Hamid Yaghouti

3
,  

Narges Mohammad-Taghvaei
3

 

 

Abstract 

Background:‌Hepatic fibrosis is often attributed to activation of hepatic stellate cells (HSCs) and excessive scar 

formation in the liver. Because these cells overproduce extracellular matrix, the advanced stages of the disease often 

lead to liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. In this study, the role of cholesterol in the activation of hepatic 

stellate cells was investigated. 

Methods: Cells were cultured in Dulbecco's modification of Eagle’s medium (DMEM) with 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS), and treated with 25, 50, 75, and 100 μM cholesterol concentrations for 24 hours. Then, gene expression 

transforming growth factor beta (TGF-β) and collagen1α, as well as Smad3C protein level were measured to assess 

liver fibrosis. 

Findings: The expression of TGF-β and collagen1α genes increased significantly compared to the control group at 75 

and 100 μM cholesterol concentrations. In addition, Smad3C protein level increased significantly compared to the 

control group after 4 hours of cell treatment with a concentration of 100 μM cholesterol. 

Conclusion: Cholesterol increases the major proteins involved in the production of extracellular matrix, including 

collagen1α, by increasing the level of the Smad3C protein and activating the TGF-β signaling pathway. As a result, 

cholesterol can lead to the development of liver fibrosis. 
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