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Effect of flavonoids of extract of cichorium intybus L. leaf on 
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Abstract 
 

Background and purpose: Regarding the effective role of plant flavonoids in the prevention and treatment 

of diabetes mellitus, in this investigation, induction of P19 stem cells differentiation into insulin producing cells by 

flavonoids of methanol extract of Cichorium intybus L. leaf was examined. 

Materials and methods:  Initially, flavonoids of methanol extract of Cichorium intybus L. leaf were 

concentrated. The P19-derived embryonic bodies were cultured in α-MEM (Minimum Essential Medium) containing 

15% fetal bovine serum for three days. To induce the differentiation, the cells treated with the concentrations of 50, 100 

and 200 µg/ml of flavonoids of methanol extract of Cichorium intybus L. leaf for 12 days. Untreated P19 cells and 

embryonic bodies were used as controls. Dithizone staining, immunoflorecence and real-time polymerase chain reaction 

(RT-PCR) techniques were used to demonstrate the differentiated cells. 

Results: Differentiated P19 cells by different concentrations of extract shown positive reaction to dithizone 

staining. Most percentage of positive dithizone cells was reached in concentration of 100 µg/ml. Immunoflorecence 

method showed that differentiated P19 cells were able to express the pancreas beta cell-specific markers. Pdx-1 gene 

expression in the cells was demonstrated by RT-PCR technique. 

Conclusion: The flavonoids of methanol extract of Cichorium intybus L. leaf are able to induce 

differentiation of P19 stem cells to insulin producing cells. 
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 مجــلــــه دانـشـــگاه عــلـــوم پــزشــكــــي مــازنـــدران
   )93- 100(   1392سال    اسفند   110شماره   بيست و سوم  دوره

 پژوهشي

اثر فلاونوئيد تام موجود در عصاره متانولي برگ كاسني بر القاي تمايز 
  ساز هاي انسولين به سلول 19Pهاي بنيادي  سلول

  1نيا مريم ابراهيمي
  2اسماعيليفريبا 

  2نواز خرازيان
  3فريبا هوشمند
  1مرضيه ابراهيمي

  چكيده
با توجه به نقش مـؤثر فلاونوئيـدهاي گيـاهي در پيشـگيري و درمـان ديابـت قنـدي، در ايـن پـژوهش القـاي تمـايز             :هدفسابقه و 

  .ساز تحت تأثير فلاونوئيد تام عصاره متانولي برگ كاسني مورد بررسي قرار گرفت هاي انسولين به سلول 19Pهاي بنيادي  سلول
اجسـام شـبه جنينـي    . ابتدا عصاره متـانولي از فلاونوئيـدهاي بـرگ گيـاه كاسـني تهيـه و سـپس تعيـين غلظـت شـد           :ها مواد و روش

)Embryoid bodies يا EB( 19هاي  حاصل از كشت معلق سلولP  در محيط كشتα-MEM   درصـد سـرم جنـين گـاو بـه       15حـاوي
ليتـر   ميكروگـرم بـر ميلـي    200و  100، 50هـاي   روز با غلظـت  12ها، به مدت  به منظور القاي تمايز اين سلول. مدت سه روز كشت داده شدند

از . نشده به عنـوان شـاهد در نظـر گرفتـه شـد      و اجسام شبه جنيني تيمار 19Pهاي  سلول. فلاونوئيد تام عصاره متانولي برگ كاسني تيمار شدند
 )Real-time polymerase chain reaction( RT-PCR، ايمنوفلورسـنس و  )DTZيـا   Dithizone(آميزي ديتيـزون   هاي رنگ تكنيك

  .هاي تمايز يافته استفاده شد جهت شناسايي سلول
بيشـترين درصـد   . آميزي ديتيزون پاسخ مثبـت دادنـد   هاي مختلف عصاره نسبت به رنگ تمايز يافته با غلظت 19Pهاي  سلول :ها يافته

تمـايز   19Pهـاي   روش ايمنوفلورسنس نشان داد كـه سـلول  . ليتر عصاره حاصل شد ميكروگرم بر ميلي 100هاي ديتيزون مثبت در غلظت  سلول
در  )Pdx-1 )Pancreatic duodenal homeobox-1بيـان ژن  . ي بتـاي پـانكراس هسـتند   ها يافته قادر به بيان نشانگرهاي اختصاصي سلول

 .به اثبات رسيد RT-PCRها توسط تكنيك  اين سلول

 .ساز است هاي انسولين به سلول 19Pهاي بنيادي  فلاونوئيد تام عصاره متانولي برگ كاسني قادر به القاي تمايز سلول :استنتاج
  

هاي بتاي  سلول، Pdx-1ساز، ژن  هاي انسولين ، سلول19Pهاي  فلاونوئيد تام عصاره متانولي برگ كاسني، سلول: واژه هاي كليدي
  پانكراس

  
 مقدمه

هاي ترشح كننده هورمون انسولين هستند  هاي بتا، سلول سلول
هاي جزيره لانگرهانس را تشـكيل   درصد سلول 60- 80كه حدود 

 ،)Pdx-1 )Pancreatic duodenal homeobox-1. دهنـد  مـي 
عضوي از خانواده عوامل رونويسي هومئودمين است كـه بـراي   

اي بتـاي  ه ـ تكوين پانكراس و تنظيم بيان ژن انسـولين در سـلول  

هاي بتاي پانكراس  تخريب خودايمني سلول. )1(بالغ لازم است 
پيوند پانكراس و يا . شود موجب بروز ديابت قندي نوع يك مي

هـاي درمـاني ايـن نـوع ديابـت       جزاير پانكراسي از جملـه روش 
هستند كه به دليل وجود مشكلاتي ماننـد كمبـود نسـبي اهـداي     

هـايي   پيونـد، بـا محـدوديت   پانكراس، خطر انتقال عفونت يا رد 
اي بـر روي توليـد    هـاي گسـترده   از اين رو تلاش. رو است روبه
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يــا  Insulin producing cells(هــاي مولــد انســولين  ســلول
IPCs ( و درمــان ديابــت بــا اســتفاده از ســلول درمــاني صــورت

 IPCsهـاي بنيـادي بـه     در اين راستا، تمـايز سـلول  . گرفته است
مان ديابت به ويژه ديابـت نـوع يـك    هاي نوين در يكي از روش

  . )2(باشد  مي
هـاي بنيـادي هسـتند كـه از      گروهي از سلول 19Pهاي  سلول

مـوش   He/H3Cهاي  تراتوكارسينوماي اوليه القا شده در سويه
هــا بــه نســبت راحــت كشــت  ايــن ســلول. )3(شــوند  مشــتق مــي

يابنـد و قـادر هسـتند تحـت تـأثير       شوند، به سرعت تكثير مي مي
هاي گونـاگون مشـتق از سـه لايـه زايـاي       عوامل القايي به سلول

تـاكنون از عوامـل مختلفـي ماننـد     . )3، 4(جنيني تمايز پيدا كنند 
و ) Conophylline(آلكالوئيـــــدهاي گيـــــاهي كنـــــوفيلين 

هـاي بنيـادي    جهت تمايز سلول )Cyclopamine(سيكلوپامين 
در اين مطالعه از فلاونوئيد تـام  . )5(استفاده شده است  IPCSبه 

ــني   ــي كاسـ ــاه دارويـ ــرگ گيـ ــانولي بـ ــاره متـ ــا FCE( عصـ  يـ
Flavonoids of cichorium intybus L. Leaf Extract( 

  . استفاده شد IPCsبه  19Pهاي  جهت القاي تمايز سلول
 .Cichorium intybus Lگياه دارويي كاسني با نـام علمـي   

اسـت و بـه دليـل دارا     Compositaeترين گياهان تيـره   از مهم
هپاتوتوكسيســـيتي،  بـــودن خـــواص متنـــوعي ماننـــد آنتـــي    

اكسيداني، ضد سرطاني، ضد التهابي و ضد ديابتي مصرف  آنتي
ارويي، اين گياه د. )6(اي در ايران و ساير كشورها دارد  گسترده

باشد  هاي متناوب مي اي قطور و برگ علفي و يك ساله با ريشه
هـاي فراوانـي وجـود     كه در اطراف رگبرگ ميـاني آن كـرك  

ژنـــين،  بـــرگ كاســـني حـــاوي فلاونوئيـــدهاي اپـــي. )7(دارد 
  . )8(كوئرستين و لوتئولين است 

ــي   ــات پل ــي از تركيب ــدها گروه ــواص   فلاونوئي ــا خ ــي ب فنل
هابي، ضد سرطاني و ضد ديـابتي هسـتند   اكسيداني، ضد الت آنتي

هــاي كرونــري و  كــه موجــب حفاظــت بــدن در مقابــل بيمــاري
فنلـي قـادر    اين تركيبات پلـي . )9(شوند  اختلالات متابوليك مي

هستند بـا تحريـك ترشـح انسـولين، مهـار آپوپتـوز و بازسـازي        
هـاي بتـاي پانكراسـي از ايجـاد و پيشـرفت ديابـت قنـدي         سلول

تيمار نه . گردد ها اشاره مي ه به مواردي از آنجلوگيري كنند ك
هـاي مبـتلا بـه ديابـت نـوع يـك، فلاونوئيـدهاي         اي مـوش  هفته

جنيســتئين و دايــدزئين هيپرگليســمي را توســط افــزايش ســطح  
گالوكاتشـين   فلاونوئيـد اپـي  . )10(كنـد   انسولين پلاسما مهار مي

اي  سـازي فـاكتور هسـته    ژالات، قادر است به واسطه مهار فعـال 
هـاي   هـا در سـلول   ، از مرگ سلولي القا شده با سيتوكينBكاپا 

ــد      ــوگيري كن ــوش جل ــده از م ــدا ش ــي ج ــاي پانكراس . )11(بت
ــزيم    ــد آن ــت تولي ــطه تقوي ــه واس ــتين ب ــد كوئرس ــاي  فلاونوئي ه

ــي ــت     آنت ــدي و محافظ ــيون ليپي ــار پروكسيداس ــيداني، مه اكس
ابـت  هاي بتا توانست از ايجاد هيپرگليسـمي و عـوارض دي   سلول

  . )12(هاي ديابتي شده با استرپتوزوتوسين ممانعت كند  در رت
ــيت      ــودن خاصـ ــل دارا بـ ــه دليـ ــدها بـ ــه فلاونوئيـ اگرچـ

اكسيداني قوي به طور عمده و گسترده مورد مطالعـه قـرار    آنتي
فنلي براي القاي تمـايز سـلولي    اند، اما از اين تركيبات پلي گرفته

فلاونوئيدها جهـت تمـايز    تاكنون از. )13(نيز استفاده شده است 
ــه ســلول 12PCهــاي   هــايي ماننــد ســلول ســلول هــاي عصــبي،  ب
ــلول ــت    س ــه استئوبلاس ــتخوان ب ــز اس ــيمي مغ ــاي مزانش ــا و  ه ه
هـا   هـا و مونوسـيت   هـاي سـرطاني خـون بـه گرانولوسـيت      سلول

اي در زمينه اثر اين تركيبات فنلـي   استفاده شده است، اما مطالعه
صـورت   IPCsهـاي بنيـادي بـه     لگياهي بـر القـاي تمـايز سـلو    

با توجه به مطالب مذكور، تصميم گرفتـه  . )13-15(نگرفته است 
شد تا اثر اين گروه از تركيبات فعـال زيسـتي گيـاهي بـر القـاي      

  . بررسي گردد IPCsبه  19Pهاي بنيادي  تمايز سلول
  

  ها مواد و روش
هاي گياه كاسني مورد نيـاز از ارتفـاع    برگ :FCEتهيه  -1
آوري و پس از خشك شـدن   متري منطقه شهركرد جمع 2000

از پـودر   گرم 150. در دماي اتاق به صورت پودر درآورده شد
دقيقـه در   40ليتر متانول افـزوده، بـه مـدت     ميلي 250برگ گياه به 

سپس عمـل تغلـيظ   . گراد قرار گرفت درجه سانتي 100حمام آب 
 rotary(صاره تا حد خشك شدن توسط دستگاه تقطير در خلأ ع

evaporator, EYELA Japanese N1000SW220V-1P( 
عصــاره . گــراد صــورت گرفــت  درجــه ســانتي 72و در دمــاي 

محلـول بـه دسـت    . خشك شده حاصل در آب مقطر حـل شـد  
آمده جهت جداسازي كلروفيل از ساير محتويات عصاره چنـد  



  
 و همكاران نيا مريم ابراهيمي  
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نبـود ذرات سـبز مايـل بـه سـياه      . تر گرديدبار با كاغذ صافي فيل
رنــگ كلروفيــل در پشــت كاغــذ صــافي نشــان دهنــده جــدايي 

بــا اســتفاده از حــلال . كلروفيــل از ســاير اجــزاي عصــاره اســت
بوتانول و دكانتور، كاروتن از عصـاره حـاوي فلاونوئيـد مجـزا     

بوتــانول موجــود در عصــاره حــاوي فلاونوئيــد بــا كمــك . شــد
سـپس عصـاره حاصـل در    . لأ تقطير گرديددستگاه تقطير در خ

آب مقطر حل و با كمك دستگاه تقطير در خلأ تا حد خشـك  
در نهايت عصاره محتوي فلاونوئيدهاي بـرگ  . شدن تغليظ شد

كاســني در متــانول حــل و تــا زمــان بــه كــارگيري در يخچــال  
  . )16، 17(معمولي نگهداري شد 

: و تهيه اجسام شبه جنينـي  19Pهاي  كشت و تكثير سلول -2
بــه صــورت كشــت چســبنده از بانــك ســلولي  19Pرده ســلولي 

هـا   جهت رشد و تكثير اين سـلول . انستيتو پاستور تهران تهيه شد
حـاوي   ):α-MEM )073-1900 Gibco, catاز محيط كشت 

و ) :Sigma, cat 10270-106(درصد سـرم جنـين گـاوي     15
و ) 1277S :Sigma, cat(هــاي استرپتومايســين  بيوتيــك آنتــي
 19Pهـاي   سلول. استفاده شد) 3032P :Sigma, cat( سيلين پني

) EBيــا  Embryoid bodies(بــه شــكل اجســام شــبه جنينــي 
، EBجهـت تهيـه   . تحت تأثير عامل القايي موردنظر قـرار گرفتنـد  

بــه ) سـلول در هــر ميكروليتـر   1×  108بـا تــراكم  ( 19Pهــاي  سـلول 
گي كم انتقال داده شدند و پـس از  ظروف داراي خاصيت چسبند

 α-MEMهاي ژلاتينه حاوي محيط كشـت   سه روز به پتري ديش
  . )18(درصد سرم جنين گاوي منتقل شدند  15همراه  به

ــا اســتفاده از  19Pهــاي  القــاي تمــايز در ســلول  -3 : FCEب
EB و  ندديبستر كشت چسب ها پس از انتقال به ظروف ژلاتينه به

پيـدا   تكثيرها به صورت شعاعي  آناز اطراف ها  سلولبه تدريج 
ها پس از تكثير، در چهار گروه آزمايشي با محـيط   EB .كردند

ــه همــراه  α-MEMكشــت  ــا   3ب درصــد ســرم جنــين گــاوي ب
 FCEليتـر از   ميكروگرم بر ميلي 200و  100، 50، 0هاي  غلظت

 19Pهـاي   جهت اثبات تمايز سلول. روز تيمار شدند 12به مدت 
آميـزي ديتيـزون    هـاي رنـگ   ، از روشFCEتحت اثر  IPCsبه 

)Dithizone  ــا ــنس، )DTZيــــ    RT-PCRو  ايمنوفلورســــ
)Real-time polymerase chain reaction (استفاده شد )19( .  

آميـزي،   جهـت انجـام ايـن رنـگ    : آميزي ديتيزون رنگ -4
از  گرم ميلي 50ابتدا محلول استوك ديتيزون پس از حل كردن 

ليتـــر  ميلـــي 5در ) 6453055K :Merck,cat(پـــودر ديتيـــزون 
ــد    دي ــه ش ــايد تهي ــل سولفوكس ــس از   . متي ــل پ ــول حاص محل

. گراد نگهـداري گرديـد   درجه سانتي -15فيلتراسيون، در دماي 
از محلــول ميكروليتــر  10جهــت تهيــه محلــول كــار ديتيــزون،  

فاقد سرم اضـافه   α-MEMمحيط كشت ليتر  ميلي 1استوك به 
هـاي سـلولي مـوردنظر و     پس از تخليه محيط رويـي گـروه  . دش

از محلول كار را به ظرف كشـت   ميكروليتر PBS ،1شستشو با 
دقيقـه در انكوبـاتور بـا     30محتوي سلول اضافه كرده، به مـدت  

. درصـد قـرار داده شـدند    2CO 5 گراد و درجه سانتي 37دماي 
رامي سه ها از محيط كشت خارج و به آ پس از اين مدت سلول

ــا   ــه ب ) HBSS )Hanks balanced salt solutionمرتب
محيط ليتر  ميلي 2در مرحله آخر به هر خانه . شستشو داده شدند

ها در زير ميكروسـكوپ معكـوس    كشت اضافه گرديد و سلول
  . )20(مورد بررسي قرار گرفتند 

ــرين غلظــت   -5 ــين بهت ــايز در   FCEتعي ــاي تم ــت الق جه
به منظور تعيين بهترين غلظـت عصـاره    :IPCsبه  19Pهاي  سلول

هـاي   ، سـلول IPCsبـه   19P هاي گياهي جهت القاي تمايز سلول
. آميزي، تريپسينه و سپس سانتريفيوژ شـدند  هر تيمار پس از رنگ

ميكروليتــر محــيط كشــت جديــد  500مــايع رويــي هــر گــروه بــا 
ــي تعــداد ســلول. تعــويض شــد ــز حاصــل از   هــاي ب رنــگ و قرم

ون با كمك لام نئوبار و در زير ميكروسـكوپ  آميزي ديتيز رنگ
  .)19(نوري با پنج بار تكرار مورد شمارش قرار گرفت 

براي بررسـي بيـان نشـانگرهاي    : روش ايمنوفلورسنس - 6
ــه، از روش  19Pهــاي  در ســلول IPCsاختصاصــي  تمــايز يافت

هاي كشت شـده  EBبدين منظور . ايمنوفلورسنس استفاده شد
 PBSدقيقـه بـا    5در ظروف ژلاتينه پس از پايان دوره تيمـار،  

)Phosphate buffered saline (  ايمنوهيستوشيمي شستشـو
درصد پارافرمالدئيد بـه   4ها با محلول  تثبيت نمونه. داده شدند

ــاق صــورت گرفــت   30مــدت  ــه در درجــه حــرارت ات . دقيق
. دقيقه انجام شـد  5 سه بار و هر بار PBSها با  شستشوي نمونه

ــده حــاوي   ــول مســدود كنن ــز  درصــد 10محل ــال ب ــرم نرم    س



 IPCsبه  19P هاي بنيادي بر القاي تمايز سلول FCEاثر 

  
 1392 اسفند، 110دوره بيست و سوم، شماره   لوم پزشكي مازندرانمجله دانشگاه ع  96

بـادي   اختصاصـي آنتـي   هاي اتصـال غيـر   محلمسدود كننده (
 PBSمحلـــول در  X- 100تريتـــون  درصـــد 3/0و ) اوليـــه

هـا   بـه نمونـه  ) بـادي  نفوذپذير كننده غشاي سلول نسبت بـه آنتـي  (
پـس از شستشـوي   . دقيقه در انكوباتور قـرار داده شـد   30اضافه و 

  پروانســولين  - بــادي اوليـه ضـد انسـولين    ، آنتـي PBSهـا بـا    نمونـه 
)50 -8304ab :proinsulin + insulin, abcam, cat ( و يــا

ــولين   آنتـــــي ــاي انســـ ــپتور بتـــ ــه ضـــــد رســـ ــادي اوليـــ   بـــ
)100 -8304ab :receptor beta, abcam, cat (ــه آن ــا  ب ه

  افــزوده شــد و بــه مــدت دو ســاعت در محــيط مرطــوب و دمــاي 
هـا در محـيط    دوبـاره نمونـه  . گـراد قـرار گرفـت    درجه سـانتي  37

  بــــادي ثانويــــه  شســــته گرديــــد و آنتــــي PBSتاريــــك بــــا 
)9137F :AntiIgG, Sigma, cat (  ــا ــده ب ــت ش  FITC جف
)Flurorescein isothiocyanate ( هـا افـزوده شـد و دو    بـه آن 

گراد  درجه سانتي 37ساعت در محيط مرطوب و تاريك با دماي 
درصـد در   70ها پس از چسباندن با گليسـرول   نمونه. قرار گرفتند

  . )19(زير ميكروسكوپ فلورسنس مورد بررسي قرار گرفت 
كــــل ) RT-PCR: RNA )Ribonucleic acidروش 

و  19Pهـاي   تيمار شده با عصاره گياهي، از سلول 19Pهاي  سلول
EB   بـراي تبـديل   . تيمار نشده اسـتخراج شـدRNA   اسـتخراج

. اسـتفاده گرديـد   EU-Fermentasاز كيـت   cDNAشده بـه  
cDNA   دقيقـه   3(حاصل شده طي واكنش زنجيري پليمـرازي

  ثانيـه در دمـاي    30: سـيكل  35گـراد،   درجه سانتي 94در دماي 
گـراد و   درجه سانتي 59ثانيه در دماي  30گراد،  درجه سانتي 94
اطلاعـات  . تكثيـر شـد  ) گـراد  درجه سانتي 72ثانيه در دماي  45

  : مربوط به پرايمرهاي مورد استفاده عبارت بودند از
  

5-CCT-TCC-CGT-GGA-TGA-AAT-CC-3: Pdx-1F  
Pdx-1R: 5-GTC-AAG-TTC-AAC-ATC-ACT-GCC-3´  

  

درصد آگارز منتقل و بعـد   1به ژل  PCRنش محصول واك
آميزي با اتيديوم برمايد، تحت تأثير اشعه فرابنفش قرار  از رنگ

  . )21(گرفت و از آن تصويربرداري شد 
انحراف  ±مقادير حاصل به صورت ميانگين : تحليل آماري

 2هـا آزمـون    جهـت تجزيـه و تحليـل داده   . معيار گزارش شـد 
بـه عنـوان سـطح     P > 05/0مقـدار  . استفاده قـرار گرفـت  مورد 
  .داري در نظر گرفته شد معني

  ها يافته
ــد هويــت  ــا  19Pهــاي  حاصــل از تمــايز ســلول  IPCsتأيي ب

ديتيزون عامل متصل شونده بـه فلـز روي   : آميزي ديتيزون رنگ
هـاي بتـاي پـانكراس را بـه      است كه به صـورت انتخـابي سـلول   

در اين پـژوهش القـاي مرفولـوژي    . )20(آورد  رنگ قرمز درمي
IPCs ــلول ــاي  در سـ ــت   19Pهـ ــا غلظـ ــه بـ ــايز يافتـ ــاي  تمـ   هـ

بــه كمــك   FCEليتــر  ميكروگــرم بــر ميلــي   200و 100، 50
). 1تصـوير شـماره   (آميزي اختصاصي ديتيزون اثبات شد  رنگ
تحـت تـأثير عصـاره گيـاهي تغييـر       19Pهاي چنـد ضـلعي    سلول

هـا طـي    اين سلول. يدا كردندمرفولوژي دادند و حالت كروي پ
حاصل بعد  IPCs. دوره تمايز، تجمعات سلولي را ايجاد كردند

آميزي به صـورت تجمعـات سـلولي قرمـز رنـگ       از انجام رنگ
 EBدر گــروه ). A، قســمت 1تصــوير شــماره (مشــاهده شــدند 

آميزي ديتيزون تعداد كمي از  تيمار نشده با عصاره توسط رنگ
). B، قسـمت  1تصوير شـماره  (آمدند ها به رنگ قرمز در سلول

اين امـر نشـان دهنـده تمـايز خـود بـه خـودي درصـد كمـي از          
  .بود IPCsبه  19Pهاي  سلول

  

  
  )IPCs )Insulin producing cells شناسايي: 1 شماره تصوير

  ديتيزون اختصاصي آميزي رنگ كمك با
A : مثبـت  اثـر FCE )Flavonoids of cichorium intybus L. Leaf Extract(  القـاي  بـر 

 بـه  ديتيزون به واكنش در يافته تمايز سلولي جات دسته( 19P بنيادي هاي سلول در IPCs فنوتيپ
 خـود بـه خـودي    تمـايز  از حاصل پراكنده مثبت ديتيزون هاي سلول: B، )اند درآمده قرمز رنگ
  )X400نمايي بزرگ با ها شكل) (است شده داده نشان پيكان توسط 19P )IPCs هاي سلول

  
نتايج حاصل : جهت القاي تمايز FCEتعيين بهترين غلظت 

هـاي سـفيد و قرمـز حاصـل از      از تحليل آماري شمارش سـلول 
هـاي تيمـار و شـاهد نشـان داد كـه       آميزي ديتيزون گـروه  رنگ

هـا بـا    هاي تمايز يافته ديتيزون مثبت در تمام گـروه  درصد سلول



  
 و همكاران نيا مريم ابراهيمي  
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 پژوهشي

در  FCEداري داشـتند؛ بنـابراين    گروه شاهد منفي تفاوت معني
بيشـترين  . اثـر مثبـت دارد   IPCsبـه   19Pهـاي   القاي تمايز سلول

  در غلظــت  19Pهــاي بنيــادي   مشــتق از ســلول  IPCsدرصــد 
درصد و سـپس   3/93 ± 1/2ليتر با مقدار  ميگروگرم بر ميلي 100

درصد  4/79 ± 8/5 ليتر با مقدار ميگروگرم بر ميلي 50در غلظت 
ــد  ــل ش ــد     . حاص ــن ح ــتر از اي ــه بيش ــاره ب ــت عص ــزايش غلظ   اف

هـاي   ، سـبب افـزايش تعـداد سـلول    )ليتـر  ميكروگرم بر ميلي 200(
بـه   FCEغلظـت صـفر   ). درصـد  1/52 ± 9/10(تمايز يافته نشـد  

). درصـد  2/4 ± 6/3(عنوان گروه شاهد منفي در نظر گرفته شـد  
  . اف معيار بيان گرديدانحر ±ها به صورت ميانگين  داده

هـاي   بررسي بيان نشانگرهاي اختصاصي سـلول بتـا در سـلول   
19P    ــنس ــا روش ايمنوفلورس ــه ب ــايز يافت ــماره  (تم ــوير ش ): 2تص

پروانسولين و رسپتور بتاي انسولين از جمله نشـانگرهاي   - انسولين
تمـايز   19Pهاي  سلول. هاي بتاي پانكراس هستند اختصاصي سلول

ــا  بــه علــت بيــان نشــانگرهاي مــذكور در زيــر نــور   FCEيافتــه ب
ــدند     ــاهده ش ــبز مش ــگ س ــه رن ــنت ب ــماره  (فلورس ، 2تصــوير ش

هـاي موجـود در    تعـداد معـدودي از سـلول   ). Eو  Gهـاي   قسمت
بـه علـت   ) شـاهد منفـي  (تيمار نشده با عصـاره گيـاهي    EBگروه 

در زير نور فلورسنت به رنگ سـبز   IPCsخودي به  تمايز خود به 
ــد  ــماره (درآمدنـ ــوير شـ ــمت 2تصـ ــن روش از ). C، قسـ در ايـ

تمــايز يافتــه بــا عصــاره گيــاهي كــه در معــرض   19Pهــاي  ســلول
پروانسولين قرار نگرفتند، بـه عنـوان    - بادي اوليه ضد انسولين آنتي

  ).A، قسمت 2تصوير شماره (شاهد داخلي استفاده شد 
تمـايز يافتـه بـا     19Pهـاي   در سـلول  Pdx-1ارزيابي بيان ژن 

هاي  در سلول Pdx-1در اين مطالعه بيان ژن : RT-PCRروش 
19P ،EB هــاي تيمــار شــده بــا  تيمــار نشــده بــا عصــاره و گــروه

 RT-PCRهاي مختلف عصاره گياهي بـا كمـك روش    غلظت
هـاي تيمـار    نتايج نشان داد كه سلول. مورد ارزيابي قرار گرفتند

، ليتـر عصـاره   ميكروگرم بـر ميلـي   100و  50هاي  شده با غلظت
در مورد بيـان  ). 3تصوير شماره (هستند  Pdx-1قادر به بيان ژن 

تيمـار   EBگروه شـاهد منفـي و    ،19Pهاي  در سلول Pdx-1ژن 
ليتــر عصــاره، بانــدي  ميكروگــرم بــر ميلــي 200شـده بــا غلظــت  

هـاي   اين امر نشان دهنده عدم توانـايي ايـن گـروه   . مشاهده نشد

ــان ژن  در ايــن آزمــايش از بافــت . اســت Pdx-1ســلولي در بي
هـاي فاقـد    و از نمونه Pdx-1پانكراس به عنوان شاهد مثبت ژن 

براي نشان دادن عملكرد صـحيح پرايمـر    cDNAپرايمر و فاقد 
بـه عنـوان شـاهد     B2Mهمچنين بيـان ژن خـانگي   . استفاده شد

  . داخلي مورد بررسي قرار گرفت
  

  
) IPCs )Insulin producing cellsاصي اختص نشانگرهاي رديابي: 2 شماره تصوير

  ايمنوفلورسنس روش به يافته تمايز 19Pهاي  سلول در
A :19 سلول هاي از فلورسنس ميكروسكوپ تصويرP بادي آنتي توسط كه عصاره با يافته تمايز 

 -انسـولين  نشـانگر  كننـده  بيـان  هـاي  سـلول  C: ،)داخلـي  شـاهد گـروه  ( اسـت  نشـده  تيمار اوليه
 نـور  زيـر  در) منفـي  شـاهد گـروه  ( 19P هـاي  سـلول  خود بـه خـودي   تمايز از حاصل پروانسولين
 بيان: G عصاره، با يافته تمايز 19P هاي سلول در پروانسولين -انسولين نشانگر بيان: E فلورسنس،

 نـور  تصـوير  ترتيـب  بـه : H و B ،D ،F عصاره، با يافته تمايز هاي سلول در انسولين بتاي رسپتور
 اختصاصي نشانگرهاي كننده بيان هاي سلول( هستند G و A، C ،E در ديد ميدان همان از مرئي
  )X400 نمايي بزرگ با ها شكل) (است شده داده نمايش پيكان با بتا سلول

  

  بحث
سـبب القـاي    FCEنتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه 

 100شـود و غلظـت    مـي  IPCsبـه   19Pهاي بنيـادي   تمايز سلول
ترين غلظـت جهـت القـاي تمـايز      ليتر مناسب ميكروگرم بر ميلي

حاصل قادر به بيـان نشـانگرهاي اختصاصـي     IPCs. سلولي بود
همچنـين  . پروانسولين و رسپتور بتـاي انسـولين بودنـد    -انسولين

  . را بيان كردند Pdx-1ها ژن  اين سلول
Pushparaj هاي ضـد   و همكاران در پژوهش خود فعاليت

  هاي ديابتي و هيپوليپيدميك عصاره اتانولي گياه كاسني در رت
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  )Flavonoids of cichorium intybus L. Leaf Extract( FCE با يافته تمايز 19P هاي سلول در) Pdx-1 )Pancreatic duodenal homeobox-1 ژن بيان: 3 شماره تصوير

  ):bp198,Pdx-1:bp98 B-2M( )هستنند 19P هاي سلول در Pdx-1 ژن بيان القاي به قادر عصاره ليتر يليبر م يكروگرمم 100 و 50 هاي غلظت(
 

در . )22(ديابتي شده با استرپتوزوتوسـين را بـه اثبـات رسـانيدند     
و همكـاران صـورت    Muthusamyمطالعه ديگري كه توسط 

فنلـي تـانن نسـبت     گرفت، اثر ضد ديابتي كاسني به تركيب پلي
اين تركيب فعال زيستي توانسـت از طريـق مهـار بيـان     . داده شد

يـك جـذب گلـوكز خـون را       ژن پروتئين تيروزين فسفاتاز بـي 
افـزايش   1L-3T3هاي چربـي   بدون القاي توليد چربي از سلول

فنلـي بـا    ديگـري از تركيبـات پلـي   فلاونوئيدها گروه . )23(دهد 
شان به اثبات رسـيده   منشأ گياهي هستند كه خاصيت ضد ديابتي

ــدها در اصــلاح   . )9(اســت  ــأثير فلاونوئي ــه ت ــاتي در زمين مطالع
زايي ديابت در حيوانات ديابتي شده با دارو انجـام شـده    بيماري
اي در زمينه اثـر ايـن تركيبـات     ، اما تاكنون مطالعه)10-12(است 

مـورد   IPCsهـاي بنيـادي بـه     نلي گياهي بر القاي تمايز سـلول ف
  . بررسي قرار نگرفته است

ــزايش غلظــت    ــوني نشــان داده شــد كــه اف ــژوهش كن در پ
ليتـر بـا    ميكروگـرم بـر ميلـي    100بـه   50فلاونوئيدي عصـاره از  

تعـداد  . همراه بـود  IPCsهاي تمايز يافته به  افزايش تعداد سلول
ليتـر   ميكروگـرم بـر ميلـي    100در غلظـت  هاي تمايز يافته  سلول

  افـزايش غلظـت عصـاره بـه بـيش از      . عصاره به حـداكثر رسـيد  
هـاي   موجـب كـاهش تعـداد سـلول    ليتر  ميكروگرم بر ميلي 100

نتايج حاصل از اين مطالعه با تحقيقات . شد IPCsتمايز يافته به 
و همكاران در زمينـه اثـر وابسـته     Elliottصورت گرفته توسط 

و  Elliott. ت فلاونوئيدها بـر روي سـلول مطابقـت دارد   به غلظ
كـه در شـرايط آزمايشـگاهي، فلاونوئيـد      دادنـد  نشان همكاران

قادر است آپوپتوز القـا   ميكرومول بر ليتر 25جنيستئين با غلظت 
شده با سديم فلورايد را در جزاير لانگرهانس انسان مهار كنـد؛  

 ميكرومــول بــر ليتــر 25هــاي بــيش از  در حــالي كــه در غلظــت
  .)24(شود  موجب القاي آپوپتوز مي

ــر اســاس خاصــيت    ــه طــور عمــده ب ــدها ب اگرچــه فلاونوئي
تواننـد از طريـق    ها مـي  كنند، اما آن شان عمل مي اكسيداني آنتي

تأثيرگذاري بر آبشـارهاي داخـل سـلولي و تنظـيم بيـان ژن نيـز       
ــر ســلول  ر د. )9(هــا اعمــال كننــد  اثــرات بيولوژيــك خــود را ب

ــژوهش حاضــر  ــان ژن   FCEپ ــر بي ــا اثرگــذاري ب در  Pdx-1ب
 IPCsها به سمت  موجب پيشبرد تمايز اين سلول 19Pهاي  سلول

ــده اســت ــانكراس    Pdx-1. ش ــده اصــلي تكــوين پ ــيم كنن تنظ
سـاز پانكراسـي بـه سـمت      هـاي پـيش   باشد و در تمايز سلول مي

ــلول ــا مــــي  ســ ــا نقــــش مهمــــي ايفــ   .)21(كنــــد  هــــاي بتــ
Nakajima-Nagata ــا روش ــاران ب ــان RT-PCR و همك  نش

ــد ــا كــه دادن ــال ب ــه Pdx-1 ژن حامــل وكتورهــاي انتق  درون ب
ايـن فـاكتور در ايـن     mRNAكبدي بـالغ،   ساز پيش هاي سلول
 IPCsهـا بـه سـمت     ها بيان شده، باعث تمـايز ايـن سـلول    سلول
سـازي   بـا فعـال    FCE به دو دليل احتمال دارد كه. )25(شود  مي

 )ERK )Ectracellular signal-regulated kinaseمسـير  
اول . شده باشد 19Pهاي  در سلول Pdx-1موجب القاي بيان ژن 

كه فلاونوئيدها براي القاي تمايز سلولي به واسـطه تحريـك    اين
سـازي   ل كه فعـا  به زمان زيادي نياز دارند و دوم اين ERKمسير 

صـورت   اين مسير توسط فلاونوئيدها به روش وابسته به غلظـت 
  . )13(گيرد  مي

ــه    -انســولين ــاي انســولين از جمل ــپتور بت پروانســولين و رس
ــا روش   نشــانگرهاي اختصاصــي ســلول  ــا هســتند كــه ب هــاي بت
حاصل از اين پژوهش بـه   IPCsايمنوفلورسنس حضورشان در 

ــيد  ــات رس ــز  Brolen. اثب ــاران ني ــان    و همك ــات بي ــت اثب جه
 IPCsدر  Cپپتيـد   از جمله پروانسـولين و (نشانگرهاي سلول بتا 

ــايز ســلول  ــي انســان  حاصــل از تم ــادي جنين ــاي بني از روش ) ه
  .)26(ايمنوفلورسنس استفاده كردند 

cDNA   primer   B2M  cont+   19p    EB      %50      %100       %200  

300 bp 
 
100 bp 



  
 و همكاران نيا مريم ابراهيمي  
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 پژوهشي

قادر به القاي تمايز  FCEتوان گفت كه  به طور خلاصه مي
به منظور بررسي عملكرد . است IPCsبه  19Pهاي بنيادي  سلول
IPCs        به دسـت آمـده از ايـن پـژوهش و اسـتفاده در كارهـاي

ها به حيوانات مبتلا به ديابت و ارزيابي  درماني، پيوند اين سلول
هــاي  بهبــود و طبيعــي شــدن ســطح گلــوكز خــون در ايــن مــدل

 .شود آزمايشگاهي پيشنهاد مي

  سپاسگزاري
و بـا حمايـت   نامه دانشـجويي   پاياندر قالب  حاضر پژوهش

به رياسـت  (شهركرد  دانشگاهآوري  زيست فنپژوهشكده مالي 
بـدين وسـيله از تمـام    . انجام شده اسـت ) خانم دكتر بهناز صفار

كساني كه مـا را در انجـام ايـن طـرح يـاري نمودنـد، قـدرداني        
  .شود مي
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