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 چکیده

تریت از اصلی ترین دلایل ناتوانی در بزرگسالان است. به عنوان نقص پیش رونده تخریب مفاصل، استئوآرتریت توسط استئوآر :مقدمه

آسیب های مفصلی ، تغییر در استخوان ساب کندریال و التهاب بافت سینوویوم و تاندون ها شناخته می شود. عوامل غیر دارویی که بیان 
می کنند، درمان های موثر قابل ملاحظه ای برای این بیماری ایجاد می کند. هدف از انجام این واسطه های پیش التهابی را متعادل 

 در ساینوویو سیت است. TNF-αمطالعه بررسی اثر کارنوزیک اسید بر بیان ژن 

کسید کربن و دمای دی ا 5میلیون از ساینوویو سیت ها را در شرایط % 9به منظور تعیین دوز مناسب کارنوزیک اسید،  مواد وروش ها:

میلی گرم / میلی  63و  33، 3،6،  6/3. 3/3، 36/3، 33/3( کارنوزیک اسید با غلظت های 2( فقط در محیط کشت 3درجه در انکوباتور  11
برای اندازه گیری میزان  به مدت یک ساعت LPSنانو گرم / میلی لیتر  23با ی ساینوویو سیت لیتر نگه داری شده است. سلول ها

mRNA  یTNF-α  از طریقReal-time PCR  وReverse-transcriptase PCR  .تیمار می شوند 

کاهش می دهد . در سلول های تیمار شده با کارنوزیک  LPSرا در سلول های تحریک شده با  TNF-αکارنوزیک اسید بیان  یافته ها:

 بیان می یابد.در مقایسه با گروه کنترل مثبت کاهش  33/44به میزان%  TNF-αاسید بیان 

است. بر اساس مطالعات پیشین این  TNF-αاین مطالعه نشان داد که کارنوزیک اسید به عنوان مهارکننده بالقوه  بحث و نتیجه گیری:

 واسطه ها در ایجاد علائم بیماری موثر هستند وکاهش این واسطه ها با بهبود تخریب غضروف همراه است.
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 مقدمه

 ین بیماری مفصلی در انسان وتر  متداولآرتریت  استئو

پستانداران می  انترین بیماری ها در می  یعشایکی از 
باشد که زنان را بیش از مردان مبتلا می سازد. اگر چه 
علت این بیماری به طور کامل شناخته شده نیست ولی 

های مکانیکی  فاکتور های سیستماتیک و فاکتور
را به طور قابل  OAموضعی می توانند حساسیت به 

آرتریت به عنوان  . استئو(3) توجه افزایش دهند
می آید . چهارمین دلیل ناتوانی در سطح جهان به شمار 

ترین  چنین این بیماری به عنوان یکی از متداول هم
نقایص ماهیچه اسکلتی، تغییرات تخریبی در مفاصل و 
 اصلی ترین دلیل ناتوانی وکاهش کیفیت زندگی است

تغییرات تخریبی در مفاصل التهابی با یک  . (2)
از  ایی همراه است کهشیمی های بیو مجموعه از رویداد

ی تولید بیش از حد سایتوکین التهاب آور آن ها، جمله
 (TNF-αتومور ) نکروزه کنندهآلفای  فاکتور به نام
سیت  ینوویواتوسط کندروسیت ها و ساین فاکتور  است.

 های مونو ل( و سلولهای لایه سینوویا ها )سلول
( موجود در لایه های ماکروفاژ –نوکلئاز )مونوسیت 

سایتوکین فوق الذکر  زیرین سینوویوم تولید می شوند.
به عنوان سایتوکین کلیدی قلمداد می شود که با روند 

آرتریت در ارتباط است. این  ژنیک بیماری استئو پاتو
مریک  تترا سایتوکین به عنوان پروتئین غشاء گذر همو

. (1) که می تواند به درون محیط ترشح شود пتیپ 
مهم و  ه ییک واسط تومور نکروزه کنندهآلفای  فاکتور

لوژیکی بدن به باکتری های گرم  اصلی در پاسخ بیو
های ایمنی  منفی بوده و نقش بسیار مهمی را در پاسخ

کند.  زا ایفاء می  های عفونت  ذاتی در مقابل ارگانیسم
  های تک هسته  ، فاگوسیتTNFمنبع اصلی سلولی 
 باشند  می (LPSساکارید )لیپو پلی ای فعال شده توسط 

های التهابی و  که می تواند تولید تعدادی از فاکتور
 در بیماران استئو این عامل کاتابولیک را القا می کند.
ویال غضروف و  ویال، مایع ساینو آرتریت درغشاء ساینو

استخوان ساب کندرال بالا می رود که می تواند به طور 
طرفی از .(4)مستقل یا با دیگر سایتوکین ها عمل کند 

 موجب تحریک سنتز متالو مورد بحث نیتوکیاس
عکس مهار تولید مهار کننده بافتی  بر ها و پروتئیناز
ها شده و لذا به نفع افزایش تخریب  پروتئیناز متالو

ماتریکس خارج سلولی عمل می کنند. تولید بیش از حد 
گونه سایتوکین ها، تخریب ماتریس غضروف را از  این

ها و کلاژن  لیکانگ طریق متوقف کردن تولید پروتو
موجب می شود، ضمن آن که تولید آنزیم های  IIتیپ 

( را MMPپروتئیناز ) تخریب کننده ماتریس مثل متالو
 آرتریت استئو فعلی های . درمان (5) دهدمی  افزایش

 گلوکو استروئیدی، های غیر التهاب ضد شامل
 کاهش بر عمدتاً مبتنی اسید، هیالورونیک و کورتیکوئید

 در مدتی و کوتاه محدود اثرات هستند، اما ابالته و درد

 .(9) دارند بیمار زندگی کیفیت بهبود و علائم کنترل
وجود  موارد در است، انتخابی درد ضد استامینوفن
 التهاب ضد های دارو استامینوفن، به مقاومت و التهاب

 استامینوفن از تر ( موثرNSAIDs) استروئیدیغیر 

 NSAIDs مصرف عارضه ترین . شایع(1) ستنده
 پپتیک زخم تهوع، هاضمه، مانند سوء گوارشی عوارض

 احتقانی نارسایی باشد. تشدید می گوارشی خونریزی و

 کلیوی، اختلالات کبدی، خون، فشار افزایش ، قلب

 ها این دارو مصرف دیگر عوارض از نیز عصبی و تنفسی
 هم نیز آسپتیک مننژیت و آسم تشدید یا بروز باشند. می

است  شده گزارش این دسته از داروها عوارض از سایر
 بر رایج های درمان گفت توان می مجموع در.(4)

 پاتو پیشرفت ساختن متوقف نه و بیماری کاهش علائم
 به گیری جهت ضرورت واقعیت، ند. اینتمرکز دار لوژی

 اصلی علت متوجه که جدید های درمانی روش سمت

سازد. استفاده از گیاهان  مشخص می را باشند بیماری
دارویی به سبب حداقل عوارض جانبی می تواند درمان 

کارنوزیک اسید که یک دی  جایگزین مناسبی باشد.
ک بنز دی با نام آیوپا 28O4 H 20Cترپن با فرمول بسته
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با بیش  ترین گروه ) ال آبی تین دی ترپن که به بزرگ
ترپنوئید متعلق است  هزار( متابولیت گیاهی با نام 53از 

 ترپنوئید شناخته شده اند. به سبب دارا و نیز با نام ایزو

بودن گروه فنولیک این مولکول اغلب در دسته پلی 
. این ماده دارای (6) فنل ها دسته بندی می شود

انی، خواص متعددی از جمله آنتی اکسیدانی، ضد سرط
. با توجه به (33) ضد ویروسی می باشد ضد باکتریایی و

اسید، هدف از انجام این اثرات ذکر شده از کارنوزیک 
ضد التهابی کارنوزیک اسید بر  اثراتپژوهش، بررسی 

سیت به عنوان مدلی شبیه به  سلول های ساینوویو
 .می باشدآرتریت  سلول های غضروفی مبتلا به اوستئو

 

  ها روش و مواد

 جردا  بررای  سییت:  ای ساینوویوکشت سلول ه

 مفصرل گوسراله   از سریت  سراینوویو  های سلول سازی

 carpometacarpal اسررتفاده سررالم ماهرره هشرت 

(CMC)  .مایره مفصرلی توسرط سررن       ابتردا  گردیرد
 مفصل خارجی کندیل چنین استریل کشیده شده و هم

 یرک  از ترر  های کرم  اندازه در کورت توسط نظر، مورد

 PBS برافر  برا  نوبت دو از آن پس برداشت و متر میلی

 Collagenaseآنرزیم   از استفاده با=pH 2/1و  مولار3

Type II  مردت  ها بره  ل سلو سپس .شدشستشو داده 

و سرپس   داری نگره  C º11 مراری  برن  در سراعت،  39
 به Subculture برای و گردید جدا استریل توسط فیلتر

 45% کره  زمانی تا و داده شد انتقال مخصوص فلاسک

 در شرود  سلولی پوشانده تک لایه توسط فلاسک حجم

و رطوبرت   Cº11 و دمرای  CO2 %5 شرایط با انکوباتور
 محلرول  از هرا  سرلول  شرمارش  بررای  شرد.  داری نگه

 4و برای شمارش سلولی از تریپان بلو % 25تریپسین %
  .(3)شکل گردید استفاده

 

 
: SDH Assay تعیین سمیت به روش -الف

 mM لیتر از محلول میکرو 23، 39، 4، 4، 3میزان 

DCIP 2 به  افزوده شد.خانه  69های پلیت   به چاهک
مول  نانو 43، 12، 24، 39، 4، 3ترتیب غلظتی معادل 
ها ایجاد و غلظت صفر به عنوان   در هر یک از چاهک

 SDH. توسط بافر گرفتبلانک مورد استفاده قرار 
. پس از شدلیتر رسانده  میکرو 333 ها به  حجم چاهک
میکرولیتر از  333سلول به وسیله  3× 339آن تعداد

SDH Assay Buffer  مخلوط و هموژنیزه  سرد شده
دقیقه به منظور  5مدت  xg 33333 سپس با شرایط و

 .ینوویوسیت هااکروسکوپی از ستصویر می: 1شکل  .

 Bovine Fibroblast likeب:  در شکل .11×11 و شکل ب، با بزرگنمایی 11×4  نمایی الف: بزرگ شکل

synoviocyte  شبیه سلول های دوکی شکل وBovine Fibroblast-like synoviocyte (synovioblast)  به

لوژی دانشگاه پبام نور مرکز  کشت سلولی مرکز بیوتکنو صورت سلول های گرد مشاهده می شوند. عکس در آزمایشگاه

 است. شده انجام  Labomade JVU 0111ربین مدل وو د PLYMPUS مدل فاز کنتراست شهر ری با میکروسکوپ

  شکل ب شکل الف

 

 

 ساینوویوسیت

 

 ساینوویوبلاست
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رسوب دادن مواد غیر قابل حل سانتریفیوژ و فاز بالایی 
احل بعدی کار مر .یافتفیوژ جدید انتقال  به لوله میکرو

از شرکت سیگما SDH assay بر اساس پروتکل روش
توسط تولید محصولی با  SDHو فعالیت  شدانجام 

متناسب با حضور فعال آنزیمی  nm933جذب در 
مقادیری از آنزیم  SDH)یک واحد از  گردیدمشخص 
ودر  =pH 2/1در دقیقه در DCIPاز  µmol3است که 
 تولید کند(. ºC 25دمای 

تعداد   :LDH assayن سمیت به روشتعیی -ب

محیط کشت را به  لیتر میکرو 333سلول در  3× 339
لیتر  میکرو 533صورت سوسپانسیون در آورده و میزان 

)قبل از شروع آزمایش، بافر را در  LDH Assayاز بافر 
های   ( به لولهشدداری  داخل ظرف حاوی یخ نگه

از هموژنایزر  فاصله با استفاده فیوژ اضافه و بلا میکرو
هموژنیزه کرده و به منظور برداشتن مواد غیر قابل حل، 

 LDHفاز بالایی برای اندازه گیری میزان فعالیت آنزیم 
دقیقه  5به مدت  ºC 25 xg ,33333در شرایط 
از هر یک از  لیتر میکرو 2-53 سپس شد.سانتریفیوژ 

های مورد نظر   به چاهک را فیوژ های میکرو  لوله
 با استفاده از را و سپس حجم نهایی هر چاهک انتقال
می  لیتر میکرو 53به  LDH Assay Bufferبافر 
 .رسد

های   رقت ها به صورت تصادفی،  از یکی از نمونه
 سریالی تهیه و به طور اختصاصی توسط روش کلوری

اندازه گیری می شود ) پروتکل  nm453متریک در 
 از شرکت سیگما (.LDH assay روش

در :  MTT assayروشین سمیت به تعی -ج

عنوان سوبسترای واکنش از ه این روش آنزیماتیک ب
ها  ترین آن زولیوم که مهم های محلول تترا نمک

MTT زلیوم نمک محلول  تتراشود.   است استفاده می
 کشت محیط در ترکیب این هنگامی که و است آب در

آماده سازی گردد ترکیب زرد  PBSیا  رد فنل فاقد
که این محلول رنگی  کند، و زمانی ی را ایجاد میرنگ

MTT های محیط کشت افزوده گردد، حلقه   به سلول
MTT های سالم در حضور  فقط در میتوکندری سلول

محلول  آنزیم دهیدروژناز شکسته شده و به ترکیب نا
محلول در آب  های نا شود. بلور  فورمازان تبدیل می
و یا   DMSOنند های آلی ما فورمازان توسط حلال

ایزوپریل اسیدی حل شده و سپس جذب نوری رن  
 فومتری در طول موج بنفش ایجاد شده توسط اسپکترو

nm 513 شود )پروتکل روش  قرائت میMTT assay 
 از شرکت سیگما(.

با استفاده از  05LCتعیین میزان  -د

هزار سلول را در پلیت  333تعداد: کارنوزیک اسید

در شرایط  محیط کشت داده شده و خانه ته صاف با 69
)تهیه  کارنوزیک اسید و داری شده است استاندارد نگه

 با 63شده از شرکت سیگما، انگلستان با غلظت %
 lm  /gµ 33/3 ،36/3( با غلظت های C0609شماره
حل شده و به  DMSOدر  63و 33، 6، 3، 6/3،  3/3، 

ساعت اثرات لیز  12پس از شد.  افزودهچاهک ها 
/  lm . در صورت تزریقگردیدولی بررسی سل

microgram 6/3 سلول  53% به محیط کشت میزان
ازبین خواهند رفت که در نتیجه نهایی به دست آمده  ها

تاثیر به سزایی دارد و لذا برای جلوگیری از این خطا 
  را محاسبه کرده که برابر با LC Median 53میزان
lm  /gµ 215/3  (33)می باشد . 

  پلی ساکارید با لیپو ها سلول تیمار –ه 

(LPS) :کننده ایجاد عامل عنوان پلی ساکارید به پولی 

 محیط به LPS  تزریق و می شود استفاده بیماری مدل

 سایتوکین بیان افزایش به منجر سلول حاوی کشت
 9× 339 . ابتدا(32) می شود التهابی و التهابی پیش های
 میزان ساعت 12 از پس داده شد. را کشت سلول

ng333LPS ها، پلیت اول سری .شد اضافه محیط به 

 پیش های سایتوکین بیان منظور به ساعت 24 مدت به

 .شد نگهداری CO 2 انکوباتور درTNF-α  مانند التهابی

 دگزا: متازون دگزا توسط ها سلول تیمار -و

موارد بسیار  و برای درمان داثر ضد التهابی دارمتازون 
ها در موارد حساسیت،  زیادی از بیماری ها و سندرم

ها در جریان  سرکوب کردن افزایش بیان سایتوکاین
 خصوص در موارد نارساییه های متفاوت و ب بیماری

و  (31) های سیستم ایمنی مورد استفاده فراوانی دارند
بیان  که موجب ممانعت از است نشان داده شده

. (34) می شوند TNF -α های زیادی مانند سایتوکاین
 nanoM 333-3 متازون با دوز در این مطالعه از دگزا

که مشخص شده که  به عنوان کنترل مثبت به دلیل آن
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های پیش التهابی را دارد  توانایی کاهش بیان سایتوکین
 .استفاده گردید ،(35)

های غیر  دارو: NSAIDs تیمار سلول ها با -ز

تب و جلوگیری از تورم  و در کاهش درداستروئیدی 
در این بررسی برای مقایسه اثر  .باشد بسیار موثر می
، از  NSAIDs ها با دارو کارنوزیک اسید ضد التهابی

، به عنوان  nanoM 53-333بروفن با دوز  ایبو
NSAIDs یل توانایی کاهش بیان سایتوکین، به دل 

های تحریک شده  های پیش التهابی در سلول
 .(39) استفاده شد ،LPSتوسط

سیت  سیت و ساینوویو تاییدیه کندرو -ح

 ی تایید ساینوویوبرا: بلاست گاوی شبیه فیبرو

بلاست گاوی از آنتی بادی  سیت های شبییه فیبرو
ویمنتین که مارکر اختصاصی سلول های مزانشیمال 

 2× 335 . عصاره سلولی از حدودشداستفاده  (31) است
زه شدن در بافر لیز کننده و سلول توسط هموژنی
دقیقه آماده  35به مدت  34333سانتریفیوژ در سرعت

. غلظت پروتئین در سوپرناتانت با استفاده از گردید
-SDS نمونه های پروتئینی در ،ادفورد تعیینروش بر

PAGE %32 سلولزی  نیترو یشد و سپس به غشا جدا
(. غشا Bio-Rad, Hercules, CA, USA) منتقل شد

بافر لود کننده به نمونه لیز  SDS 3×آنتی بادی اولیه با 
 سپس درشد.  دقیقه جوشانده 33شده اضافه و به مدت 

SDS-PAGE % 32  تزریق گردید. پروتئین ها به
کل غشاء در تمام  غشاء سلولزی منتقل شده و سطح

 -T ,23طول شب در بافر تثبیت کننده، تثبیت شد )
BSA %5/3,1/1PBS, pH=23بار به مدت  1 (. فیلتر 

برای هر بار شستشو در بافر  ودقیقه شستشو 
 ,BSA,Tween %35/3, 1/1PBS 23شستشوکننده )

pH=شستشو بافر با آنتی بادی های اولیه  ( پس از
درجه  11ساعت در  3به مدت  233/3ویمتین در رقت
سط بافر فیلتر تو پسس. گردید داری هگنسانتی گراد 

دقیقه شستشو داده  33بار شستشو دهنده سه نوبت هر 
 goat anti mouse)فیلتر توسط آنتی بادی ثانویه .شد

IgG, alkaline phosphates conjugate) 

(Sigma, USA)  تهیه شده در واش  5333/3با رقت
داری و  ساعت در درجه حرارت اتاق نگه 2بافر به مدت 

 mM ,بافر آلکلاین فسفات ) سپس دو نوبت توسط

NaCl 53mM MgCl2 333 ,5/6 Tris-HCl , 

pH= mM 333) سپس در محلول تثبیت کننده 
 نیتروبو μl 99 ، mg/ml53  نگهداری شده )افزودن

ایندیل  برمو کلرو mg/ml53 از μl11 زولیوم( و تترا
از بافر آلکالاین فسفات( در  ml 33( در BCIPفسفات )

مخلوط کرده و در یک محیط  دمای اتاق به آرامی
با  (.2تا باند ظاهر شود )شکل ری شدداتاریک نگه 
و برای تعیین ژن  شرکت سینا Trizol معرف ازاستفاده 
-2333UV) فتومتری از روش اسپکترو RNAغلظت 

Spectrophotometer,USAدر  و ( استفاده گردید
برای از  DNaseازآنزیم  ،DNAصورت وجود آلودگی 

برای  اضافی استفاده می شود. سپس DNA بین بردن
ص کردن از فنل کلرفرم استفاده شد. برای خالص خال

طبق پروتکل عمل کرده و روی ژل   DNAکردنِ 
از  cDNAبه  RNAبرای تبدیل  .شدلود   3آگارز %
 USA,)  از شرکت step RT-PCR 2کیت 

vivantisاستفاده گردید. در  پروتکل مربوطه ( بر اساس
مونه غلظت ن PCRبا انجام  ، cDNAانتها بر روی

از  gμ3برای هر نمونه  ید شده افزایش پیدا کرد.تول
RNA  توسط کیت(step RT-PCR 2) به تبدیل 

cDNA می شودRT-PCR  در شرایطc°42  به مدت
)به منظور  دقیقه 5به مدت  c°64دقیقه و حرارت  93

 انجام شد. (cDNA قطع سنتز
از بانک با استفاده در این پژوهش  نیازمورد  های پرایمر
راحی گردید و پس از اطمینان از صحت ط NCBIژن 

 Semiquantitative انجام جهت ها طراحی پرایمر

PCR ژن( GAPDH  مطابق )به عنوان ژن خانه دار
 شرایط استاندارد درPCR سنتز شدند. 3جدول شماره 

همراه با  3%  آگاروز ژلدر PCR  انجام شد و فرآورده
 Quantilative چک شد. g/mlμ 5/3اتیدیوم بروماید 

Real time PCR در زمان واقعی با استفاده از پرایمر 
به عنوان   evagreenو ازانجام گردید  3 جدولهای 
ه نتایج ب کلون استفاده شد. کس کارخانه سینامی مستر

توسط دو  Treshhold cycle) ،(CT)دست آمده از 
 : روش

 method  Pffafiروش -2   منحنی استاندارد -3
 فت.مورد ارزیابی قرار گر
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بیان شده .  SD 3±تمامی داده ها به عنوان میانگین 
آنالیز آماری با استفاده از آنالیز یک سویه واریانس 

(ANOVA نرم افزار ،)tstudent  و نرم افزارSPSS 

, 23 Version  اجرا شده است. برای آنالیزCT ،
35/3  P< به شکل آماری معنی دار در نظر گرفته

 شده است.
 

 

 

 

 

 

 

 

همان گونه که در شکل ملاحظه می شود پروتئینی با وزن    B: Western blootdو شکل   A  SDS-PAGE:شکل  - 2شکل 

 که حاصل واکنش ایمینوهیستوشیمی است. کیلودالتون 00مولکولی 

  

 

   

 

 

 11تا  2چاهک شماره bp 155ارکر  مربوط به ملکول م 1، چاهک PCR product% از نمونه های  1آگارز ژل  -3شکل 

RNA  0میزان λ  + 1از نمونهλ  از dye 6X loading  RNA  در چاهک ها تزریق گردید و تحت میدان الکتریکی غیر متناوب

 .دقیقه قرار گرفت 10میلی آمپر مدت زمان  10ولت و  05ولتاژ 
 

 : ها داده تحلیل و نتایج آنالیز
ها با  مرده زایی سلول درصد زنده مانی ومقایسه  -الف

 های ساینوویو  در سلول استفاده از کارنوزیک اسید
 سیت

غلظت اسید کارنوزیک منجر به کاهش میزان فعالیت 
 μg/ml 6/3که در غلظت  سلولی می شود به صورتی

 های سالم و از بین رفته با هم برابر و میزان سلول

 است ولی از آن LC% 53باشد که معادل با  می 53%
 از سلول ایی که این غلظت باعث از بین رفتن نیمیج

که فاقد اثر  استها می شود، نیاز به استفاده از غلظتی 
ا باشد به همین دلیل میانگین توکسیک بر سلول ه

53%LC % (53Average LC محاسبه می شود که )
 باشد می μg/ml 215/3در این آزمایش معادل 

 .(3)نمودار
 نیمه کمی PCRد استفاده در روش پرایمر های مور -1جدول

PCR Product Size: 100bp 
bovine 

TNF-α 

3’- TAA CAA GCC GGT AGC CCA CG-5’ Forward 

25 KDa 

35 KDa 

55 KDa 

45 KDa 

75 KDa 

90 KDa 

A B 

1   2          3  1     2           3  

Cell+LPS+CA 

Cell+LPS+DMSO 

GAPDH 

                      
                     B.TNF-a       
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3’- GCA AGG GCT CTT GAT GGC AGA-5’ Reverse 

  
 

 
 

غلظت های .وویوسیتهای ساین در سلول درصد زنده مانی و مرده زایی سلولها با استفاده از کارنوزیک اسیدمقایسه  -1نمودار 

میکروگرم در لیتر جمعیت سلولهای مرده و زنده با 5/ 0 میکروگرم در میلی لیتر.درغلظت 05و  15، 1،0،  0/5. 1/5، 50/5، 51/5

 هم برابرند

 

 TNF-αتاثیر کارنوزیک اسید بر بیان  -ب
نیمه کمی،  Real-time PCRبا استفاده از 

وزیک اسید ساعت با کارن 12ساینوویسیت ها به مدت 
تیمار گردید.  LPSساعت با  3انکوبه شده و به مدت 

 cell+LPSگروه  2جدول شماره  و 2بر اساس نمودار 
اختلاف  است.به عنوان شاهد مثبت درنظر گرفته شده 

معنی داری بین گروه شاهد مثبت و سایر گروه ها 
 ANOVAاین داده ها بر اساس  آنالیز. گردیدمشاهده 

میزان بیان  و مشخص شده است که انجام گرفته است
به میزان  LPSتحریک با  در اثر Bovine TNF-αژن 
افزایش یافته است. تیمار با کارنوزیک اسید  %333

می گردد  33/44موجب کاهش بیان به میزان %

(. به منظور تایید نتایج حاصله با 2و نمودار 2)جدول
 میزان بیان ژن را اندازه گیری PCRاستفاده از روش 

در سلول  B.TNF-α بیان ژن ،1شکل  اساس و برکرد 
 LPS سیت بعد از تحریک توسط های ساینوویو

افزایش یافته )ردیف دوم( و بعد از تیمار توسط 
کاهش یافته 333کارنوزیک اسید تقریبا به میزان % 

 بر اساس درخشندگی بند مورد مشاهده میزان .است
 لید در سلوتزریق کارنوزیک اس در اثر B.TNF-αبیان 

نسبت به سلول  15تقریبا % LPSهای تحریک شده با 
تیمار شده اند کاهش داشته  LPSهایی که توسط 
به سلول تحریک شده با  DMSOاست. اما با افزودن 

LPS  تغییری در بیانB.TNF-α .ایجاد نمی شود 

 
 نیمه کمی RT-PCRا استفاده از آنالیز در سلول های ساینوویوسیت ب TNF-αتاثیر کارنوزیک اسید بر بیان ژن  -2جدول

 Cell Cell+LPS Cell+LPS+Steroid Cell+LPS+NSAID 

Cell+LPS+Carnosic 

acid Cell+DMSO 

Bovine 

TNF-α 

 
**3311/3±45/25 333 **1344/3± 54/29 **3464/3± 5/24 **3291/3± 33/44 **3134/3±11/25 

  مثبت شاهد با مقایسه در شده متعادل ژن بیان .تیمارشد LPS با ساعت 3 مدت به و شد انکوبه ساعت 12 مدت به اسید کارنوزیک با ساینوویوسیت
 است دار معنی>p/ 333 میزان به
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ساعت با کارنوزیک اسید انکوبه شده و به  22نیمه کمی. ساینوویسیت ها به مدت  Real-time PCRبا استفاده از  - 2نمودار 

تیمار شده است. اختلاف معنی داری بین گروه شاهد مثبت و سایر گروه ها مشاهده شده است.   LPSساعت با  1مدت 

551/5(p< 

 

 آنالیز نتایج آماری بر اساس فرمول -ج

ANOVA and F static: 
، نتیجه نهایی آماری ANOVAتوسط  CTدر آنالیز 
ها  روهتغییرات بین گ باشد، که به بررسی می Fبرابر با 
و اختلاف  numeratorها   پردازد، اختلاف بین گروه می

، در این بررسی تجزیه و denominator ها  داخل گروه
 Cell+LPS+CA, Cell+LPSتحلیل در دو گروه 

گردید،  Fانجام پذیرفت. که در نهایت منجر به تولید 
توسط دو میزان درجه آزادی را بیان  Fپراکندگی 

 numeratorها   اختلاف بین گروه کند، یکی به نام می
 denominator ها و دیگری به نام اختلاف داخل گروه

شد. در  Fیا پراکندگی توزیع که ترکیب این دو منجر به 
کمتر از میزان  Fکه عدد جدول پراکندگی  صورتی

از جدول پراکندگی باشد، فرضیه  محاسبه شده
در  محاسبه شده باشد و میزان پیشنهادی قابل قبول می

ها تفاوتی وجود   قابل قبول بوده و بین نمونه %5سطح 
 تر از میزان بیش F staticکه  ندارد و اما در صورتی

از جدول پراکندگی باشد، فرضیه  محاسبه شده

پیشنهادی غیر قابل قبول بوده و میزان به دست آمده 
ها تفاوت معنی   و بین نمونها ودهقابل قبولب 5در سطح %

که میزان نهایی  این در صورتی بر د. بناداری وجود دار
F static باشد فرضیه ما قابل قبول  46/1تر از  کم
و به معنی این است که کارنوزیک اسید منجر به بوده 

های  های مورد نظر در سلول کاهش بیان ژن سایتوکین
شده است. در صورتیکه میزان  LPSتیمار شده توسط 

شد فرضیه ما غیر با 46/1بیشتر از  F staticنهایی 
نتایج مربوط به سایتوکین  قابل قبول است. با توجه به
 -α TNFسایتوکین  F staticها، نتایج میزان نهایی 

درج شده در جدول توزیع فراوانی  p-Valueکمتر از 
پس می توان  (.1 می باشد )جدول45/3است و برابر 

به این می باشد مورد قبول  که فرضیه گرفت نتیجه
کارنوزیک اسید می تواند موجب کاهش بیان  معنی که
TNF-α با نتایج به دست آمده از روش  شود که این
مطابقت  Real-time PCRو، پفافی  ANOVAهای 
 دارد.
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 ANOVA and F static آنالیز نتایج آماری بر اساس فرمول -3جدول

Result 
Critical 

Value 
Carnosic acid VEHICLE  

Accept 

able 
1,46 3,3231±3,45  3,3311±12,44 Bovine 

TNF-α 
شده است.  LPSهای تیمار شده توسط  های مورد نظر در سلول کارنوزیک اسید منجر به کاهش بیان ژن سایتوکین

-pکمتر از  -α TNFسایتوکین  F staticنتایج مربوط به سایتوکین مورد نظر، نتایج میزان نهایی  با توجه به

Value می باشد45/3زیع فراوانی است و برابر درج شده در جدول تو 

 نتیجه گیری بحث و
آرتریت به عنوان بیماری است که موجب تغییر  استئو

کامل ساختار مفصل می شود. این تغییرات شامل 
تخریب پیشرونده غضروف، مینیسک، رباط ها، التهاب 

 .(34) تغییر استخوان ساب کندریال است سینوویال و
فرضیه ا ی که در رابطه با التهاب مفصل  مهمترین
آرتریتی مورد قبول واقع شده این است که بخشی  استئو

از غضروف جداشده و به فضای مفصل وارد می شود و 
با لایه سینوویال برخورد می کند. لایه سینوویال بخش 
جداشده از غضروف را به عنوان عامل خارجی قلمداد 

ویال واسطه  لول های سینوکرده و به همین دلیل س
های التهابی ترشح می کنند. سایتوکین ها آنزیم های 

ویال فعال  بافت سینو تخریب کننده را در غضروف و
این کاهش بیان ژن سایتوکین ها  بر می کنند. بنا

.  (36)های مفصلی می شود  موجب کاهش آسیب
αTNF-  یکی از سایتوکین های اولیه ای است که

 (23)آرتریت می شود  موجب علائم بیماری استئو
افزایش غیر طبیعی این سایتوکین در مایع ساینوویال، 

آرتریتی  سینوویوم و بافت غضروف بیماران استئو
سعی در  TNF-α. پس از کشف (23) مشاهده می شود

لوژی انسان بودند.  یافتن وظایف این سایتوکین در بیو
که رسپتور های سایتوکین مذکور تقریبا در  جایی از آن

تمام سلول های بدن یافت شده، به نظر می رسد که 
لوژیک متفاوت  این سایتوکین در فرایند های فیزیو

 لوژیک بیماری فیزیو کشف تاثیر پاتوموثر می باشند.
های التهابی می تواند منجر به تولید  هایی مانند بیماری

-TNFهای جدیدی می شود که بر افزایش تولید  دارو

α بر این می تواند منجر به یافتن درمان  موثرند و بنا
چون آرتریت  هایی هم برای بیماری های اساسی

می توان گفت با  پس روماتوئید و بیماری کرون باشد.
در ایجاد بیماری ها می  TNF-αشناخت بیشتر نقش 
های کاربردی بهتری برای تعدیل  توان در آینده دارو
از دیر باز از گیاه  .(22)یافت  TNF-αمیزان تولید 

است رزماری به عنوان یک داروی گیاهی استفاده شده 
به ویژه به دلیل خواصی از جمله ضد التهاب، ضد 

 (25) آنتی اکسیدانت و (24) سرطان ، ضد(21) میکربی
مواد  در چند دهه اخیر به شکل علمی برروی این گیاه و

که  بر اساس پژوهشیموجود در آن تحقیق شده است. 
ن انجام گرفته شده است ، تاثیر توسط برخی از محققی

هفته در بیماران مبتلا به  4عصاره گیاه رزماری در طی 
 آرتریت، آرتریت روماتوئید و سختی عضلات و استئو

ه )شاخص ب Hs-CRDمفاصل بررسی شده است. 
وجود آورنده التهاب( به شکل قابل ملاحظه ای، در 

را  آن ها افزایش یافته است شاخص دربیمارانی که این 
کاهش می دهد، به هر حال، کاهش التهاب وابسته به 

در بیماری سختی  شود امادر طی درمان مشاهده می 
مفاصل بهبودی در نشانه های بیماری دیده  عضلات و
علاوه بر این، عصاره رزماری اثرات  نشده است.

حفاظتی بر دستگاه گوارش در برابر زخم معده را بهتر از 
. این مزیت به دلیل تاثیر امپرازول نشان می دهد

کاهش تولید واسطه های  مهاری بر نفوذ نوتروفیل ها و
با  .(29) باشد می IL-1و TNF-αپیش التهابی مانند 

ین اوصاف، در مطالعات پیش بالینی دیگر در رت ها ا
میزان بالای عصاره میزان تستوسترون واسپرماتوزوئید 
 را کاهش داده که منجر به عقیم شدن موجود می شود

. این گیاه خاصیت موضعی ضد التهابی را در ترمیم (21)
. کارنوزیک اسید در گیاه (24) زخم در موش دارد
اثر  CYP2B6و  CYP3A4 رزماری با پیش ماده
چنین همانند تاموکسیفن در  هممتقابل دارد و 
 دارد خاصیت سمی E C50 با مقدار هپاتوسیت انسان

د در گیاه رزماری یکی از ترکیبات موجو .(26)
است، این ترکیب به دلیل دارا بودن  کارنوزیک اسید

 .(13) گروه فنولیک جز دسته پلی فنل ها قرار می گیرد
در طی پژوهشی که بر تاثیر کارنوزیک اسید بر پاسخ 
التهابی پوست انجام گرفت به این نتیجه رسیدند که 

می شود  TNF-αمی تواند موجب توقف آزادسازی 
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چنین تاثیر کارنوزیک اسید بر سلول های  ، هم(13)
چربی در هپاتوسیت ها موجب کاهش سایتوکین ها می 

. با توجه به تاثیرات کارنوزیک اسید بر  (12)شود
سایتوکین های پیش التهابی در بیماری های مختلف ما 
نیز در این پژوهش تاثیر کارنوزیک اسید را بر سلول 

 را در مدلی شبیه استئو LPSهای ملتهب شده توسط 
ر اشاره شد که پیش ت جایی از آن شد.آرتریت بررسی 

یکی از عوامل موثر بر کاهش التهاب در سلول های 
سیت و مفاصل مبتلا به استئوآرتریت کاهش  ساینوویو

 TNF-αبیان سایتوکین های پیش التهابی از جمله 
اثر  است. در این مطالعه، ما توانستیم برای اولین بار
سیت ها  کارنوزیک اسید را بر فعالیت التهابی ساینوویو

یافته های ما پیشنهاد کننده اثر ضد  دهیم. را نشان
سیت  اسید بر سلول های ساینوویو التهابی کارنوزیک
که  این احتمال این بر می باشد و بنادر گیر در التهاب 
به ندی در مناطق مختلف مفاصل مبتلا اثرات سودم

ما ثابت کردیم که  آرتروز را داشته باشند زیاد است.
 ای بسیار موثر در ساینوویوبیان ژن ه کارنوزیک اسید

 را سرکوب می کند. LPSهای تحریک شده با  سیت
 پس از تحریک سلول که مشخص شد پژوهشدر این 
  LPSگرم / میلی لیتر نانو 23توسط سیت ساینویو های

افزایش یافته  TNF-α %333 میزان بیان سایتوکین
این کارنوزیک اسید،  است و به دنبال تیمار توسط

یافت که در کاهش بیان  33/44ه میزان %ب سایتوکین

 ِ DMSOمقایسه با گروه کنترل منفی )تیمار شده با
که بدون تغییر است و گروه کنترل مثبت )تیمار شده با )

نانومول( که دارای تغییر  333-3دگزامتازون با غلظت 
 معنی دار است قابل ملاحظه و پیش بینی بوده و

(333/3(P<.  نتایج میزان نهاییF static  سایتوکینα 
TNF-  کمتر ازp-Value  درج شده در جدول توزیع

توجه به این  که با می باشد 45/3فراوانی است و برابر 
نتایج و اثرات این سایتوکین بر روند ایجاد التهاب در 

آرتریت کاهش بیان این  مفاصل مبتلا به استئو
التهاب موثر باشد. که کاهش سایتوکین می تواند در 

ه استفاده از این ماده به عنوان داروی جایگزین البت
 درانسان نیاز به پژوهش بر روی موجود زنده دارد . 

 

 سپاسگزاری
از ریاست محترم دانشگاه پیام نور مرکز ری جناب آقای 

با پشرتیبانی معنروی و   دکتر محمد احسان تقی زاده که 
امکان انجرام ایرن پرروژه را در مکران      حمایت بی دریغ

لوژی آن دانشرگاه فرراهم نمودنرد،     تکنو اه بیوآزمایشگ
جناب آقای محمرد محمردی مردیر محتررم آمروزش و      
جناب آقای حجازیان مردیر محتررم کشرتارگاه صرنعتی     
سامان گوشت و پرسنل خط کشتار برای تهیره نمرودن   
نمونه های مایع مفصلی به منظرور تولیرد سرلول هرای     

 .می شودقدردانی  و شکرت ،سیت ساینوویو
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Evaluating the Effects of Carnosic acid on TNF-α Gene Expression in LPS-

activated Synoviocytes 
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Abstract 

 
Introduction: Osteoarthritis (OA) is a 

major cause of disability among adults. As 

a progressive degenerative joint disorder, 

OA is characterized by cartilage damage, 

changes in the subchondral bone and 

inflammation of the synovium tissue and 

tendon. Non-pharmacologic agents 

modulating pro-inflammatory mediator 

expression offer considerable promise as 

safe and effective treatments for OA. The 

aim of this study was to evaluate the effects 

of Carnosic acid (CA) on TNF-α gene 

expression in synoviocytes.  

 

Material & methods: To determine the 

dose response of CA, synoviocytes (5 × 10
5
 

cells/well) were incubated at 5% CO2, 37ºC 

for 72 h with (1) control media alone or (2) 

CA at concentrations of 0.01, 0.09, 0.1, 0.9, 

1, 9,10and 90 mg/ml. Synoviocytes were 

treated with LPS (20 ng/ml) for 1h and 

TNF-α mRNA were measured by both 

reverse-transcriptase PCR and Real-time 

PCR.  
 

Findings: CA reduced TNF-a, expression 

in LPS-activated synoviocytes to levels 

similar to nonactivated control levels. Cells 

activated with 20 ng/ml LPS showed a 

significant upregulation of TNF-α 

expression. In activated synoviocytes cells 

pretreated with CA, TNF-α was reduced by 

48/11% when compared to activated control 

cells. 
 

Discussion & conclusions: This study 

demonstrates that CA acts as a potent 

inhibitor of TNF-α. Previous research has 

shown that these mediators are important in 

the pathogenesis of OA and reduction in 

these mediators has been associated with 

amelioration of cartilage breakdown. 
 

Keywords: Osteoarthritis, Carnosic acid, 

TNF-α, synoviocyte 
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