
 97چهارم، مهر دوره بیست و شش، شماره   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

197 

 

 مهار تهاجم و مهاجرت اسانس هسته عناب از طریق مهار بیان 

  THP-1 هاي در سلول  9ژن متالوپروتئیناز 

  LPS با شده تحریک
 

 1رضا حاجي حسيني ،2حسين مقصودي ،1الهام قدوسي دهنوي

 

  رانیتهران، ا ، مرکز ری،نور امیدانشگاه پ، بیوتکنولوژیگروه  (1

 ، ایرانتهران، مرکز شرق، ه پیام نور( گروه زیست شناسي، دانشگا2
 
 

 28/5/1396 تاریخ پذیرش:                                 12/2/1396 تاریخ دریافت:

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 متالوپروتئيناز اسانس هسته عناب، تهاجم، مهاجرت، استئوآرتريت، واژه هاي کلیدي:

 

 

                                                      
 پيام نور، مرکز شرق، تهران، ایران گروه زیست شناسي، دانشگاه * نویسنده مسئول:

Email: hosseinm2002@gmail.com 

 

Copyright © 2018 Journal of Ilam University of Medical Science. This is an open-access article distributed under 

the terms of the Creative Commons Attribution international 4.0 International License 

(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/) which permits copy and redistribute the material, in any medium or 

format, provided the original work is properly cited. 

 چکیده

کند. متالوپروتئينازها به  زائي استئوآرتريت بازي ميي يمارهاي التهابي است نقش مهمي را در روند ب تهاجم و مهاجرت، که مرتبط با پاسخ مقدمه:

کننيد.  ماکروفاژ بازي ميي اجرت سلولي در سلول هاي مونوسيت/ي را در ميزان تهاجم و مهيسزاه ترين بيومارکرهاي کاتابوليک نقش ب عنوان يکي از مهم
 جريان بيمياري که در  9و  3، 2، 1ه عناب به وسيله مهار متالوپروتئينازي هدف از  اين مطالعه، بررسي خاصيت ضد تهاجمي و ضد مهاجرتي اسانس هست

   .است کننداستئوآرتريت افزيش بيان پيدا مي

در مرکز ذخاير ژنتيک ايران اسانس گيري شد. تاثير اسانس هسته عناب  ميوه عناب از شهر اصفهان جمع آوري، هسته ها جدا و ها: مواد و روش

با ريل تايم، ميزان بيان پروتئين با وسترن بلاتينگ  MMP-1, 2, 3, 9ميزان بيان ژن  ،transwell chambersو مهاجرت سلولي با  بر روي ميزان تهاجم
 توسط ژلاتين زيموگرافي بررسي گرديد. MMP-9و  MMP-2و الايزا و ميزان فعاليت 

 THP-1خصيي توانسيت مييزان تهياجم و مهياجرت سيلولي را در       ميلي ليتر از اسانس به طور مش ميکروگرم بر 50ظت غل هاي پژوهش: یافته

اسيانس   چنين نتايج نشان داد که اين خاصيت ضد تهياجمي  و هم (P<0.05)داري نشان دهدمقايسه با گروه کنترل کاهش معنا در LPSتحريک شده با 
 هياي  است که نسبت به گيروه  MMP-9ت پروتئين هم در سطح بيان ژن و فعالي MMP-9مربوط به بيان  LPSتحريک شده با  THP-1 در سلول هاي

 .(P<0.05)داري نشان دادندکنترل کاهش معنا

شيده و ميي تيوان آن را بيه      LPSوسييله  ه اسانس هسته عناب قادر به مهار توانايي مهاجرت و تهاجم سلولي القاء شده بي  گیري: بحث و نتیجه

 اد کرد.عنوان يک راه کار تئوريک براي درمان استئوآرتريت پيشنه
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 مقدمه
ت ميزمن  اخيتلالا  تيرين  مهماستئوآرتريت يکي از 

 .سلامت انسان و شايع ترين شکل آرترييت ميي باشيد   
ورهاي بيوليوژيکي از  يييي عوامل ارثي، مکيانيکي و فاکت 

مهم ترين عوامل بروز استئوآرتريت است که در نهاييت  
با تخريب غضروف، درد، تغيير شکل، کاهش عملکرد و 

(. تخرييب  1)شيود  ميي از دست دادن حرکت مشيخ   
ک ويژگيي پاتولوژييک و   غضروف مفصلي به عنوان يي 
(. مياتريکس  2)شيود  ميي بارز ايين بيمياري محسيوب    

و مقيدار   IIکيلاژن تيي     )عميدتا  ها کلاژنغضروف از 
 هييا پروتئوگليکييان( و XI و  IXکمييي کييلاژن تييي   

تشکيل شده است. اگر چه تعدادي از پروتئينازها در ورم 
مفاصل يافت شده است اما متالوپروتئينازهيا بيه عنيوان    

غضروف براي تخريب ماتريکس  ها آنزيم ترين يکليد
هيا در   چنيين نقيش آن   (. هم3)شود ميدر نظر گرفته 

در ميان ساير آنزيم هياي   پيشرفت بيماري استئوآرتريت
ينيدهايي ماننيد   آ( و پاسخ به فر4)تخريب گر متابوليکي

سييلولي  هيياي ردهتهيياجم و مهيياجرت در بسييياري از  
ئينازهيا ييک خيانواده    متالوپروت(. 5مشخ  شده اسيت) 

  2ZN+هاي پروتئوليتيک وابسته به روي  گ از آنزيمربز

اميا   هستند و براي سوبستراي خاص ويژگي عمل دارند
گيروه اصيلي    5ها را به حيداقل   آن توان ميدر نهايت 

( ، MMP-13 و  MMP-1, -8شييامل کلاژنازهييا ) 
 هييا اسييترموليزين، (MMP -9و  MMP-2)ژلاتينازهييا

(MMP-3, -10  وMMP -11) ،هيييا مييياتريليزين 
(MMP-7  وMMP-26 و متالوپروتئينازهيياي متصييل )

 (MMP-14, -15, -16, -17, -24,25)شاءييييبييه غ
 ش التهيابي ييي پي هياي  سايتوکاين. (6کرد) بندي طبقه
،IL-1β ، IL-6, IL-15, IL-, IL-18, IL-21 IL-17 

بيه عنيوان    α-(TNF)و فاکتور توموري نکيروزي آلفيا   
مثبت در جهيت پيشيرفت اسيتئوآرتريت     گرهاي متنظي

هيا   MMPدخالت داشته و باعث القاي قدرتمند تولييد  
 (.7)شود ميغضروف مفصلي  هاي سلولدر 

مطالعات قبليي بياليني بيراي درميان اسيتئوآرتريت      
بيشتر بر روي مهار پاتوژنز بيماري، شامل مهار تخرييب  
غضيييروف و فاکتورهييياي کاتابولييييک ماننيييد مهيييار  

اي يييي ه ينييي چنيين سايتوک  ميييتالوپروتئينازها و هم
و غيره استوار بيود   IL-1β ،TNF-αپيش التهابي مانند 

ولي به دلييل عيوارج جيانبي شيايع هماننيد عيوارج       
 و پپتييک  زخيم  تهيو،،  هاضيمه،  سيوء گوارشيي ماننيد   

 قليب،  احتقياني  نارسيايي  چنين تشيديد  هم وخونريزي 
 و کليوي، تنفسيي  ،اختلالات کبدي ،خون فشار افزايش

اثربخشي کم داراي نتايج رضايت بخش و مورد قبيولي  
سيتفاده از داروهياي گيياهي در    ادر حال حاضر (. 8نبود)

بسياري از کشورهاي توسعه يافته بيه عنيوان داروهياي    
 هيم  .پذيرفته شيده اسيت   ،)CAM(مکمل و جايگزين
دسترسي آسان و قيميت پيايين گياهيان     چنين به دليل

دسترسي به دارو مدرن، توجه به فقر و عدم  ي و بايدارو
از جمعيت جهان در کشيورهاي در   درصد 80-65براي 

حال توسعه براي حفظ سيلامت و مراقبيت از بهداشيت    
ها توسط سازمان بهداشت جهاني  مصرف آناوليه خود، 

چنيين   (. هيم 9جهت حفظ سلامتي توصيه شده اسيت) 
از  درصييد 25تخمييين زده شييده اسييت کييه در حييدود  

ي از منابع طبيعيي و بيه   يترکيبات فعال در گياهان دارو
دست آمده است. گياه عنياب بيا نيام    ه ويژه از گياهان ب

گيياهي از خيانواده رامناسيه     Ziziphus jujubeعلمي 
Rhamnaceae  کييه بييه طييور گسييترده اي در اروپييا و

جنوب شرقي آسيا توزيع شيده اسيت. مييوه ايين گيياه      
ماننيد رفيع اخيتلالات     خوراکي و داراي خواص متعيدد 

گوارشييي و کبييدي، ضييعي، چيياقي، مشييکلات ادراري، 
ديابت، عفونت هاي پوستي، التهاب گلو، برونشيت، کيم  

(. در طيب  10و سرطان اسيت)  خوابيبيخوني، اسهال، 
سنتي چين و کره از عصاره هسته عنياب بيراي درميان    

. عيلاوه بير ايين    شود ميخوابي و اظطراب استفاده  بي
ي اکسيداني و ضد باکتريايي اسانس هسيته  خاصيت آنت

چنيين خاصييت ضيد التهيابي      عناب گزارش شيد. هيم  
اسييانس هسييته عنيياب بيير روي گييوش ملتهبييه مييوش 

 (.                   11گزارش شده است) TPA تحريک شده با
تا به امروز، اثرات ضيد تهياجمي و ضيد مهياجرتي     

ايين    بير  اسانس هسته عناب گزارش نشيده اسيت. بنيا   
اسيانس هسيته   ارزييابي تياثيرات   هدف از اين مطالعيه،  

به واسطه  تهاجم و مهاجرتي مهار توانايروي بر عناب 
 چون متالوپروتئينازها، مخصوصا  هم هاييبيومارکربيان 

MMP-1, 2, 3, 9  هيياي  کييه در جريييان بيميياري
بير روي  ، نيد کن ميي ريت افزيش بييان پييدا   يياستئوآرت
عنيوان  بيه   LPSده بيا  تحريک ش THP-1هاي سلول 
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 در موجود مونوسيت/ماکروفاژ هاي سلولمدلي شبيه به 
مهاجرت سيلولي   يند تهاجم وآکه در فر سينوويال غشاء

و بيان فاکتورهاي پيش التهابي و متالوپروتئينازها نقش 
 مورد بررسي قرار گرفت.مهمي دارند 

 مواد و روش ها
هاي  دانهانجام اين مطالعه، ابتدا  رايب: مواد گياهي

از باغيات اصيفهان    1395هسته عناب در شهريور مياه  
تمييز و   هيا  هستهاز ميوه جدا و  ها دانهآوري شد.  جمع

به دور از نور آفتاب خشک و سپس توسط دستگاه خيرد  
آسياب و به صورت پودر درآورده شيد. کيد    کننده کاملا 

بياريوم   خشيک شيده توسيط هير     هياي  دانهو  ها ميوه
صفهان مورد تائيد قيرار گرفيت. در نهاييت در    دانشگاه ا
هاي آسياب و پودر شيده بيراي    گرم از دانه 300حدود 
گيري بيه مرکيز ذخياير ژنتييک اييران ارسيال        اسانس

گرديد. استفاده از دستگاه کيولنجر ييک روش متيداول    
 300باشيد. در حيدود    براي تهيه اسانس از گياهان مي
ژوژه دستگاه ريخته و  گرم پودر هسته عناب را در بالون

تا دو سوم حجم بالون را از آب مقطر پر کرده و سيپس  
به مدت سه ساعت تحت تقطير آبي در دستگاه کولنجر 

گاه اسانس را جدا کرده و سپس براي  قرار داده شد. آن
جذب آب اضافي از اسانس از سيولفات سيديم اسيتفاده    

 مياکروگرم بير   30شد. اسانس حاصل را کيه در حيدود   
ر مراحل آزمايش در درجه لي ليتر بود را تا قبل از سايمي

نگهيداري و بيراي رقيي     درجه سيانتي گيراد    4 حرارت
کردن اسانس و تهيه رقت هاي سيريالي از متيانول بيه    

 عنوان حلال استفاده شد.
 رده سييلولي ماکروفيياژ  :تهيييه و کشييت سييلولي   
پاسيتور   انسيتيتو  از 1394در آبيان   THP-1مونوسيت /
نيور   پييام دانشگاه  تحقيقاتي يشگاهو به آزما يهته يرانا

محيط کشت مورد اسيتفاده  . يافتانتقال  ير مرکز شهر
متوسييييط  RPMI-1640 بييييراي رشييييد سييييلولي:

(GIBCO®, Grand Island, NY, USA)  غنييي
-Sigma)نيييي امييييلوتييگ-ميلي ميولار ال  2شده با 

Aldrich,St. Louis, MO, USA) ، 10 درصد FBS 
 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA ،)
 (،Sigma-Aldrichگرم بر ليتير سيديم بيکربنيات)   5/1
 ,Sigma-Aldrich, St. Louisگرم بر ليتر  قند) 5/4

MO, USA)، 10    هيدروکسيي  -2)-4ميليي ميولار از

ک ييييييييييونييولفياتييييان س-1-پيرازينيييييياتيل(پي
 ,HEPES، Sigma-Aldrich, St. Louis)يديييي اس

MO, USA)، 1   (ميلي مولار سيديم پييرواتSigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA  و )β 05/0  ميلي
 ,Sigma-Aldrich, St. Louis)مرکاپتواتيانول  ميولار 

MO USA ،)50   جنتامايسيين  ماکروگرم بر ميلي ليتير
 پنيي سييلين،   U/ml 100 ،، تهيران، اييران(  )داروپخش

، ده)زيست اياسترپتومايسين ماکروگرم بر ميلي ليتر 100
ميياکروگرم بيير ميلييي ليتيير     25/0، (تهييران، ايييران 
ميکروگيرم در ميلييي ليتر)سييپلا، بمبئييي،    آمفوتريسيين 

در محيط کشت سلولي داخل انکوبياتور   ها سلولهند(. 
 95رطوبيت   درصيد،  5کيربن   اکسييد دي  يطتحت شرا
کشيت داده شيد و    درجه سانتي گراد 37دماي و درصد 
 هياي  سيلول ، درصد 85رسيدن به تراکم بالاي پس از 

توانيايي   جيدا و  توسط سانترفيوژ معل  در محيط کشت
 بليو  انيييي تريپبيا اسيتفاده از روش    ها لولييسزيستي 
با توان زيستي بالا در  ها سلولشد. سپس  گيري اندازه

کشت و با همان  5×510خانه اي با تراکم  6پليت هاي 
 .(12)روش قبلي تيمار شدند

در اييين روش  سييلول: سيينجش توانييايي زيسييتي 
هياي   عنوان سوبستراي واکنش از نميک ه آنزيماتيک ب

 MTTهيا   ن آنييي تري وم که مهميييييمحلول تترازول
دي فنيييل  2،5يييل( -2-تيييازول-دي متيييل-3-5،4)

شود. تترازليوم نمک محلول  تترازليوم( است استفاده مي
 کشيت  محيط در ترکيب اين هنگامي که و است آب در
آمياده سيازي گيردد ترکييب زرد       PBSيا رد فنل فاقد

کييه اييين محلييول  کنييد و زميياني رنگييي را ايجيياد مييي
هاي محيط کشت افزوده گيردد،   به سلول  MTTرنگي
هياي سيالم در    فقط در ميتوکندري سلول  MTTحلقه

حضور آنزيم دهييدروژناز شکسيته شيده و بيه ترکييب      
ر شود. بلورهاي نامحلول د نامحلول فورمازان تبديل مي
و يا   DMSOهاي آلي مانند آب فورمازان توسط حلال

ايزوپريل اسيدي حل شده و سپس جيذب نيوري رنيگ    
بنفش ايجاد شده توسط اسپکتروفومتري در طول ميو   

ود. به طيور خلاصيه   يييش رائت مييييتر قيينانوم 570
با تراکم  ايخانه 96در پليت هاي  THP-1سلول هاي 

داده شد و پس از تيمار سلول در هر خانه کشت  5×510
مياکروگرم   900-0متفياوتي از اسيانس)   هاي غلظتبا 
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سياعت تيميار    24بار بيه ميدت    3ميلي ليتر( و با تکرار 
 20دود يييي شدند. سپس به هر کدام از پلييت هيا در ح  

 MTTميلي گرم بر ميليي ليتير(    5ميلي ليتر از محلول)
درجيه   37 ايييي اعت در دمييي س 4افزوده و بيه ميدت   

انکوبييه گرديييد. سييپس کريسييتال هيياي تي گييراد سييان
حيل و جيذب    DMSOميلي ليتير از   100 فورمازان در

نانومتر با اسيتفاده از ييک    570نوري آن در طول مو  
 گيري اندازه( BioteK, Germanyخواننده ميکروپليت)

 (.13شد)
سيينجش مهيياجرت و تهيياجم سييلولي در شييرايط   

ه مايشگاهي بمهاجرت سلولي در شرايط آز آزمايشگاهي:
 5/6خامت ييي کشت ترانسيول بيا ض   هاي اتاقکوسيله 

شيد   گييري  انيدازه متير   ميلي 8ميلي متر و قطر منافذ 
(, USA14831Costar NY(.  سييلول  510تعييداد

THP-1   بعد از تيمار با اسانس هسته عناب بيه ميدت ،
سيياعت، در قسييمت بييالايي فيلتيير دولايييه پليييت    24

Transwell Chamber ده شد. سپس محييط  کشت دا
 LPS (Escherichiaکشت بدون سرم همراه يا بدون 

coli, strain 0128:B12, Sigma )  1بييه ميييزان 
ماکروگرم بر ميلي ليتر به قسمت پايين پليت اضافه شد 

درجه سانتي گراد  37ساعت در انکوباتور  24و به مدت 
ها به  داري شد تا سلولهنگدرصد  2Co 5و غلظت گاز 

هاي مهياجرت   يين مهاجرت کنند. سپس سلولطبقه پا
نکرده در طبقه بالا توسط سيوا  اسيتريل جميع آوري    

آمييزي شيدند.    تال ويوليه رنيگ  ييشده و با رنگ کريس
ميييدان توسييط   5سييلول هيياي مهيياجرت نکييرده در   

شمارش شدند. بيراي   100ميکروسکو  با بزرگ نمايي 
ذ در تعيين سنجش ميزان تهاجم طب  پروتکل ابتدا مناف

قسمت بالايي فيلتر دولايه توسط ماتريژل پوشيش داده  
شد و محيط کشت به قسمت پاييني اتاقک اضافه شيد.  

سلول را به محيط کشيت مخليوط    5×410سپس تعداد 
 Transwellانتقيال داده و بيه    درصيد  FBS  2شده با 

 24که قبلا  ماتريژل زده بوديم اضافه شدند و به ميدت  
ه تهياجم و مهياجرت داده شيد.    ساعت به سلول ها اجاز

 هاي بالايي توسط سوا  برداشته شده و سپس سلول
 

 هاي پائيني شمارش شدند. سلول
Quantitative Real-time Polymerase 

Chain Reaction (qRTPCR): راي ييان ژن بيييبي
MMP-1, 2, 3, 9 دار انهييييخن ژن ييچني و هم 

( که GADHز)يدروژنايييفات دهييفس-3 گليسرالدئيد
به عنوان کنترل داخلي انتخاب شد، مورد ارزيابي قرار 

 RNAعرف يييبا استفاده از م RNAاستخرا   گرفت.

Plus  سيناژن، ايران( طب  دستورالعمل ارائه شده(
تخلي  شده با  RNAصورت گرفت. غلظت و کيفيت 

استفاده از اسپکتروفتومتري تعيين شد. در مرحله بعد 
 2step RT-PCRتفاده از کيت با اس cDNAسنتز 

((sigma-Aldrich, UK با استفاده از پرايمرهاي )
با انجام  ، cDNAانجام شد. در انتها بر روي dTاليگومر
PCR  غلظت نمونه توليد شده افزايش پيدا کرد. مقدار

 cDNAبراي سنتز  RNAهر نمونه  ميکروگرم از 1
 2 و 1متالوپروتئينازهاي  mRNA بيان استفاده گرديد.

با استفاده از آزمايش  Real time PCRتوسط  9 و 3 و
بررسي گرديد.  Taqman q-PCR(Invitrogen)بيان 

انجام گرفت  NCBI Blastطراحي پرايمر توسط سايت 
سيناکلون سفارش داده شرکت  به و ساخت پرايمرها

خلاصه  1 شماره شد. ليست پرايمرها و پرو  در جدول
فعال شدن آنزيم در شامل  PCRشده است. واکنش 

 40 دقيقه، 5به مدت  درجه سانتي گراد 95دماي 
 ثانيه، 15به مدت  درجه سانتي گراد 95سيکل شامل 

درجه  72ثانيه و  20به مدت  درجه سانتي گراد 60
ثانيه مي باشد. براي هر نمونه  30 به مدت سانتي گراد

 ،ها دادهسه بار تکرار در نظر گرفته شد و قبل از آناليز 
( براي هر Melting curve)نمودار منحني نقطه ذوب

ژن مورد بررسي قرار گرفت تا صحت مربوط به پيک 
ژن مورد نظر و عدم پرايمر دايمر تاييد شود. چرخه 

  GAPDHييييييرل درونييراي ژن کنتي( بCTآستانه)
mRNA  وCT ميت نسبي  يي  و کيييمشخ ها نمونه
mRNA ت سنجي نسبي فيييتفاده از روش کيييبا اس
 و با استفاده از فرمول  CTΔΔ-2 روش

 )GAPDHCt–Control(Ct–)GAPDHCt–TargetCT=(CtΔΔ  
 .(13)محاسبه شد
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 (PCRلیست پرایمرها)توالي نوکلوتیدي، نقطه ذوب پرایمرها و اندازه محصول  .1شماره  جدول
Tm Reverse 5 ̀ to 3 ̀ Forward 5  ̀to 3 ̀ Primer Name 

Reverse Forward 

60.03 60.03 3´- CCACATCAGGCACTCCACAT -5´ 3-´ AGTGGCCCAGTGGTTGAAAA -5´ H.MMP-1 

60.76 60.88 3´- CTCCTGTGGGGCCTCGTAT - 5´ 3´- TGTGACGCCACGTGACAAG -5´  H.MMP-2 

60.18 60.11 3´- GCTAAGCAGCAGCCCATTTG -5´   3´- GATTGGAGGTGACGGGGAAG -5´  H.MMP-3 

60.18 59.67 3´- CTGGATGACGATGTCTGCGT -5´ 3´- CAGACCTGGGCAGATTCCAA -5´ H.MMP-9 
60.27 55.00 3´-TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC-5´ 3´- GCGCTCACTGTTCTCTCCCTC -5´ H.GAPDH 

  
در محييط کشيت    MMP-9فعالييت   :ELISAاليزا 
 R&D)وسييييله کيت الايزاه لولي بيييرم سييبدون س

Systems, Minneapolis, MN, USA  طبيي  )
دستورالعمل کارخانيه سيازنده بررسيي و مييزان جيذب      

؛ 3550توسط دستگاه خواننده ميکروپليت)مدل  ها نمونه
Bio-Rad  نييانومتر خوانييده شييد 450( در طييول مييو. 

هياي   با اسيتفاده از غلظيت   MMP-9منحني استاندارد 
اين آزمايش  الوپروتئينازها ترسيم گرديد.شناخته شده مت

 با سه بار تکرار انجام شد.
بييراي تاييييد ميييزان کيياهش بيييان  :وسيترن بييلات 

MMPs      از روش وسترن بيلات اسيتفاده شيد. پيس از
 هياي  سيلول پروتئينيي   هياي  عصياره ، هيا  سلولتيمار 

THP-1  در بييافر  هييا سييلولاز راه همييوژنيزه کييردن
RIPA (50  ميلي مولارTris-HCl ،1  تريتيون   درصيد

X-100  ،2/0 1، ولاتييييکسييييييداکسييديم  درصييد 
( PMSF مييولار ميليييNa-EDTA ،1 مييولار ميلييي

ورد يييياسيتخرا  شييده و غلظيت آن توسييط روش برادف  
ميکروگرم از عصاره پروتئينيي   30-40شد.  گيري اندازه

الکتروفورز شد. سيپس ژل بير    SDS-PAGEروي ژل 
 16ز منتقيل و سيپس بيه ميدت     روي غشاء نيتروسيلول 
 2در محلييول درجيه سيانتي گيراد     4سياعت در دمياي   

شاء بيا  ييي انکوبه گرديد. در مرحله بعيد، غ   BSAدرصد
 MMP-1 (1:200 ،)MMP-2آنتيي بيادي هياي اولييه    

(1:200 ،)MMP-3(1:200 ،)MMP-9(1:200 )
(Santa Crus, USA)  درجه  37ساعت در  1به مدت

 5س از چهيار بيار شستشيوي    پ .انکوبه شد گراد سانتي
غشاء به مدت يک ساعت بيا   ،TBSTبافر  دقيقه اي با

 anti-mouse antibodyآنتييي بييادي هيياي ثانويييه  
با رقت   HRP (Santa Crus, USA)کانژوگه شده با 

اي ه دقيقي  5شستشوي نوبت  چهار انکوبه شد. 5000/1
انجييام شييد. بييراي آشييکار سييازي و رديييابي بانييد از    

( BCIP( و برومو کلرونيديل فسفات)NBT)بلوتترازليوم

ظياهر   هيا بانيد استفاده شد و در تاريکي انکوبه گرديد تا 
 .(13)شدند. اين آزمايش با سه بار تکرار انجام شد

براي تعيين سنجش فعاليت و  ژلاتين زايموگرافي:
از روش ژلاتين  MMP-9و  MMP-2ترشح آنزيمي 

به  ها سلولار . پس از تيمشود ميزايموگرافي استفاده 
   85ساعت انکوبه گرديد تا زماني که بيش از  24مدت 
کي پيلت از سلول پوشيده شد. سپس الکتروفورز درصد 
انجام شد درصد  1حاوي ژلاتين  SDS PAGEتوسط 

نوبت با محلول شستشودهنده که شامل  2و سپس ژل 
 30است به مدت  X-100و محلول درصد  5/2تريتون 

حذف شود. در مرحله بعد   SDSيد تا دقيقه شستشو گرد
 دردرجه سانتي گراد  37ژل به مدت يک شب در 

  pH 5/7 ،5با Tris-HCl ميلي مولار  50)محلول
نگهداري  2ZnClميلي مولار  1و   2CaClميلي مولار 

 Coomassie brilliantگرديد و رنگ آميزي ژل با 

R-2500 0.25% (CBB; Sigma به مدت )دقيقه  30
بري ژل توسط محلول گرديد. سپس رنگ انجام 

Distain هاي  و سپس آب مقطر انجام گرديد تا هاله
شفاف که نشانگر فعاليت پروتئوليتک آنزيم است ظاهر 
شدند. ميزان فعاليت آنزيم هم از طري  چشمي و از هم 

 (.14ز طري  دانسيتومتري سنجيده شد)ا

به  اه آزمايشدر تحقي  حاضر کليه  ارزيابي آماري:

خطاي استاندارد نمايش ±بار تکرار 3صورت ميانگين 
از  ها دادهداده شده است. براي تجزيه و تحليل آماري 

 استفاده شد استيودنت تيآناليز يک طرفه آنوا و آزمون 
 .در نظر گرفته شد P<0.05 و سطح معني دار

 هشپژو يیافته ها
کنندگي اسانس هسته عناب بر روي توانايي اثر مهار

در اييين آزمييايش، اثيير : THP-1 هيياي سييلوليسييتي ز
توسط  THP-1 در اسانس هسته عناب سميت سلولي

 .(1 شيماره  )شکلبرآورد شيييييد   MTT شيييسنج
اسيانس   مختليي  هاي غلظتبا  THP-1 هاي سلول
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ميکروگرم/ميلي ليتر در  900تا  0هسته عناب از غلظت 
 سياعت تيميار شيدند.     24سرم محيط کشت به مدت 

 30تيا   0 هياي  غلظيت  بيا  کيه  THP-1 هياي  ولسل
تحت درمان قرار گرفتند، اثر قابيل   ليتر يميلميکروگرم/

سياعت از خيود    24توجهي بر ميزان حييات سيلولي در   
 THP-1 هاي سلولعلاوه بر اين بقاي  نشان ندادند.

 ميکروگيرم بير   200زماني که با غلظت هاي بيالاتر از  
اثير   بيشيترين کيه   تيي غلظ رد دقيقيا   ميلي ليتير يعنيي  

، تيمار شده بودند به طيور  مي شود يدهد يتوتوکسيکيسا
 900شد بيه طيوري کيه در غلظيت      قابل توجهي مهار

 ي زيستي سلول ها به تقريبيا  يميکروگرم/ميلي ليتر توانا

مقيداري از   LC50=200 (LC50به صفر رسيد. ميزان 
غلظت اسانس است که باعيث کياهش قيدرت زيسيتي     

رصد مي شود.( ماکروگرم بير ميليي ليتير    د 50سلول تا 
 Media LC50=50و ميييانگين آن  گيييري انييدازه

پذيري سلول بر طب   )ميانگين بهينه ميزان دوز زيست
 گييري  اندازه ليتر ميليبررسي در مقالات( ماکروگرم بر 

ميکروگيرم بير ميليي ليتير      200 ،50اين دوز  بر شد. بنا
بييه عنييوان  600ز بييراي انجييام آزمايشييات بيشييتر و دو

 است و در آن غلظت تقريبا  LC50غلظتي که سه برابر 
، دهند مياکثر سلول ها توانايي زيستي خود را از دست 

 در نظر گرفته شد. هدشابه عنوان کنترل 
 
 
 
 
 
 
 
 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
هاي مشخصي از اسانس هسته عناب در محیط کشت حاوي سرم به مدت  غلظت با THP-1هاي  الف: سلول .1شماره  شکل

ب و  P=0.05, **P=0.01*. اندازه گیري شد.  MTTي زیستي سلول ها توسط تست یساعت انکوبه شدند و سپس توانا 24

ص شد. ــشخوسیله سنجش میزان مهاجرت و تهاجم سلولي م به THP-1 هاي ج: توانایي مهاجرت و تهاجم سلولي، سلول

با  THP-1 هاي سپس به سلول ساعت تیمار شدند. 24به مدت  با غلظت مشخصي از اسانس هسته عناب  THP-1 هاي سلول

هایي که مهاجرت و تهاجم کرده  ساعت، اجازه مهاجرت داده شد. سلول 24لیتر( به مدت  میلي میلي گرم بر 1) LPS یا بدون

خطاي استاندارد در نمودار فوق رسم شد. نتایج توسط آزمون آنوا مورد ارزیابي ±میانگین بودند در سه آزمایش مستقل به صورت

 .LPSبراي گروه تیمار و تحریک شده با  XP=0.05, XXP=0.01 گروه کنترل، برابرP=0.01**  قرار گرفت.
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بر روي توانايي  اسانس هسته عنابکنندگي اثر مهار
منظور  به THP-1: هاي سلولمهاجرت و تهاجم 

بررسي اثر مهارکنندگي اسانس هسته عناب بر روي 
که با  THP-1هاي  توانايي مهاجرت و تهاجم سلول

LPS .تحريک شده بودند از ترانسول چمبر استفاده شد 

قسمت ب و    1شماره  همان طور که در شکل
توانايي مهاجرت سلولي در محيط  شود ميمشاهده 

برابر زماني  5/3تا  THP-1 هاي سلولآزمايشگاهي 
تحريک شده بودند افزايش يافت. به طور  LPSکه با 

دست آمده از سنجش تهاجم ه مشابهي اطلاعات ب
باعث  LPSکه تحريک با  دهد ميسلولي نشان 

 02/7تا  THP-1افزايش قدرت تهاجم سلول هاي 
برابر در مقايسه با گروه کنترل شد. با اين حال سرکوب 

لول هاي ييسلولي در س توانايي مهاجرت و تهاجم
THP-1  تحريک شده باLPS  .وابسته به دوز است

غير هاي غلظتنتايج حاصله حاکي از آن است که 
ر ب ميکروگرم 200تا  50از  اسانس هسته عناباز  سمي

ميلي ليتر در شرايط آزمايشگاهي قادر به کاهش ميزان  
لول هاي ييلولي در سيييرت سييتوانايي تهاجم و مهاج

THP-1  تحريک شده باLPS .مي شود 

 MMP-9اسانس هسته عناب با کياهش بييان ژن   
 هياي  سلول باعث کاهش توانايي مهاجرت و تهاجم در

THP-1  تحريک شده باLPS  بيه منظيور   : شيود  ميي
 ييي توانا ياسانس هسته عناب بر رو ياثر مهار بررسي

ما اثير   يشگاهي،آزما محيطدر  سلوليمهاجرت و تهاجم 
 يژن هيا  بييان  مييزان  يته عناب را بير رو اسانس هس
. همان گونه که يمقرار داد يشمورد آزما تئينازهامتالوپرو
  LPSنشيان داده شيده اسيت،   اليي  -2شماره  در شکل

 يهيا  لوليييي سدر  MMP-2,9ژن  بييان باعث القياء  
THP-1  را با اسانس هسته  ها سلولکه  زماني وليشد
ژن  بييان  وبيسرکباعث کاهش  يمکرد تيمارعناب هم 
MMP-9  القاء شده توسطLPS بيان  مهار ينشد که ا

اسانس هسته عنياب وابسيته    مصرفيدوز  ميزانبه  ژن
 تياثير بيا اسيانس هسيته عنياب      تيمارکه  حاليدر  .بود

 MMP-3, 2, 1 يژن هييا بيييانمهييار  روي چنييداني
در مرحله بعد ما اثر اسانس هسيته عنياب را در    نداشت.

متالوپروتئيناز در عصياره لييز شيده     ميزان بيان پروتئين
سلولي توسط تست وسترن بلاتينگ مورد ارزيابي قيرار  

ب نميايش  -2شيماره   داديم و همان طور که در شيکل 
 MMP-9باعث القاء بيان پروتئين  LPSداده مي شود، 

شد ولي تيمار با دوز غيير سيمي باعيث سيرکوب بييان      
سيته  اثر اسانس هپروتئين شد. سپس به منظور بررسي 

فعالييت پروتئيوليتيکي   ترشيح و   مييزان  يعناب بير رو 
سوپر ناتانيت   ياکشت  رويي محيط، MMP-9 پروتئين

. همان گونه يمکرد گيرياندازه  يزاتست الا به وسيلهرا 
 مييزان ، مشخ  شده است الي-3شماره  که در شکل

در  MMP-9پروتئوليتيييييييکي  فعاليييييتح و يييي ترش
 1مييزان  بيه   LPSه بيا  ک زماني  THP-1 يها سلول

کشت بدون سيرم بيه    محيطدر  ميلي ليتربر  ميلي گرم
 تيوجهي قابيل   مييزان ساعت القاء شده بود به  24 مدت
بيا   THP-1 يهيا  سيلول  تيميار اميا   کرد. پيدا يشافزا

بير   LPS ئياسانس هسته عناب باعيث مهيار اثير القيا    
اثير   ينشد و ا MMP-9 پروتئين فعاليتترشح و  ميزان
اسيانس هسيته عنياب     مصيرفي دوز  مييزان ه ب يمهار

از آن است که اسيانس   حاکي يجنتا ينا داشت. بستگي
ژن  بييان باعيث مهيار    انتخيابي هسته عناب بيه طيور   

MMP-9  القاء شده باLPS   ژن و  بييان هم در سيطح
باعيث سيرکوب    شيده و متعاقبيا    پروتئين ميزانهم در 
در  شيده اسيت.  نييز   MMP-9 پيروتئين  فعاليت ميزان

 فعالييت  يرحله بعد ما اثر اسانس هسته عناب را بر روم
 بيه وسييله  کشيت   محيطرا در  MMP-9پروتئوليتيکي 

همان گونه  .يمقرار داد يشمورد آزما يموگرافيز ژلاتين
 ييج نتيا  ،نشان داده شده استب -3شماره  که در شکل

 فعالييت ترشيح و   مييزان از آن است کيه   حاکيحاصله 
MMP-9  القاء شده باLPS اسيانس هسيته    وسييله ه ب

 مصيرفي بيه دوز   کننيدگي مهار يين عناب مهار شده و ا
، ما سپس اثر اسانس هسيته  ينعلاوه بر ا دارد. بستگي

 MMP-1,2,3,9 يهيا  پروتئينترشح  يعناب را بر رو
 ييک تحير  LPSبيا   که قيبلا   سلوليشده  ليزدر عصاره 

هميان گونيه کيه در     ييم. قرار داد بررسيشده بود مورد 
-MMP بيان ،نشان داده شده است ب-3 شماره شکل

 ميي  القياء  THP-1 يهيا  سيلول در  LPS وسيلهبه  9
با اسانس هسته عناب هيم   ها سلولکه  زمانياما  ،شود

القاء شده بيا   MMP-9 بيانباعث مهار  تيمار مي شوند
LPS اسيانس   مصيرفي مهيار بيه دوز    يين و ا مي شوند

اسيانس   بيا  تيمارکه  حاليدر  هسته عناب وابسته است.
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 مورد مطالعه نداشت. تئينازهايمتالوپرو يييرسييا بيييانمهييار  يبيير رو تيياثيريهسييته عنيياب 

 
 

 
تحریک  THP-1باعث کاهش توانایي مهاجرت و تهاجم در سلول هاي  MMP-9باکاهش بیان ژن  EOSZ .2شماره  شکل

گرم بر  میلي 1به میزان  LPSکه با  پس از این EOSZهاي مشخصي از  با غلظت THP-1هاي  شود. سلولمي LPSشده با 

ن دروني و میزان پروتئی  mRNAساعت مقدار 24ب: بعد از  ساعت انکوبه شدند. الف و 24لیتر تحریک شده بود به مدت  میلي

MMP-1, 2, 3, 9  به وسیلهqRT-PCR  .و وسترن بلات اندازه گیري شدGADH ژن کنترل دروني استفاده شد.  عنوان هم به

ط خطاي استاندارد در نمودار فوق مشخص است. نتایج توس±در در سه آزمایش مستقل به صورت میانگین mRNAنمودار سطح 

یک شده با براي گروه تیمار و تحر XXP<0.01 و XP<0.05 گروه کنترل، برابرP=0.01** آزمون آنوا مورد ارزیابي قرار گرفت. 

LPS . 

 

 
 

به ترتیب  MMP-9ي محیط کشت یا سوپرناتانت جمع آوري شد و براي بررسي میزان فعالیت و ترشح یمایع رو .3شماره  شکل

سه آزمایش ز هاي الایزا و ژلاتین زیموگرافي مورد سنجش قرار گرفت. الف: هیستوگرام نشان دهنده نتایج الایزا ا به وسیله روش

خطاي استاندارد در نمودار فوق مشخص است. نتایج توسط آزمون آنوا مورد ارزیابي قرار گرفت. ±مستقل به صورت میانگین

**P=0.01گروه کنترل، برابر XP<0.05 و XXP<0.01  براي گروه تیمار و تحریک شده باLPS ب: نتایج ژلاتین زیموگرافي .

گرم بر  میلي 1در محیط کشت بدون سرم حاوي  THP-1هاي  زماني که سلول MMP-9دهد که ترشح و فعالیت  نشان مي

باعث سرکوبي ترشح و  EOSZبا  THP-1هاي  شود. تیمار سلول گیرند القاء مي ساعت قرار مي 24به مدت  LPS لیتر  میلي

. نتایج حاصل حاکي از آن است که بستگي دارد EOSZشده و این به دوز مصرفي  LPSالقاء شده به وسیله  MMP-9فعالیت 

هم در سطح ژن و هم در سطح  LPSهاي القاء شده به وسیله  MMP-9هم بر بیان  اسانس هسته عناباثر انتخابي و مهاري 

 شود.مي  MMP-9باعث مهار فعالیت آنزیمي  پروتئین و متعاقباً
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در غضروف طبيعي، تعادل بين عوامل کاتابولييک و  
 ECMحفيظ تمامييت سياختاري     آنابوليک بيه منظيور  

هياي   در ميان شياخ  ، غضروف وجود دارد يکسماتر
مختلي بيولوژيکي مرتبط با استئوآرتريت متالوپروتئنازها 

کننيد، در   نقش مهمي در تخريب غضيروف بيازي ميي   
(. 15شيوند)  نتيجه موجب پيشيرفت ايين بيمياري ميي    

سطوح مياتريکس پروتئينياز در غضيروف و سيينوويال     
و افيراد   (RA)بافت بيماران مبتلا به آرترييت رماتوئييد  

ها نقيش   MMPبالاست و  (OA)مبتلا به استئوآرتريت
(. 16کنيد) مهمي در پاتوفيزيولوژي آتروپاتيک بازي ميي 

ينيدهايي  آپاسخ به فرها در  MMPعلاوه بر اين نقش 
در بسياري از رده هاي سيلولي   مانند تهاجم و مهاجرت
 ژن، بييياناز نقطييه نظيير  (.17مشييخ  شييده اسييت) 

مطالعات قبلي باليني براي درمان استئوآرتريت بيشتر بر 
بود کيه شيامل مهيار     متمرکز روي مهار پاتوژنز بيماري

تخريييب غضييروف و فاکتورهيياي کاتابوليييک، مهييار    
 هاي سايتوکين، NOمهار نيتريت اکسيد  ،ها لمفوکاين
 چنييين و هييم IL-1β  ،TNF-αالتهييابي ماننييد پييش 
 تييرين عمييدهکييه بييه عنييوان يکييي از  تئينازهيا متالوپرو

فاکتورهاي کاتابوليک تخريبي دخيل در پياتوفيزيولوژي  
مصييينوعي  هيييايه کننيييداسيييتئوآرتريت اسيييت. مهار

( براي اولين بيار در مطالعيات   MMPIs)متالوپروتئينازها
ناشييي از  بييراي تفسييير علييت آسيييب فيزيولوژيييک   

توسعه پيدا کردند. ايين مهارکننيده هيا    متالوپروتئينازها 
قادرند به طور عمده اثرات پروتئوليتيک ناشي از فعاليت 

MMP ن از تبييديل ييييچني هييا را بلوکييه کييرده و هييم
هييا  هييا بييه شييکل فعييال آنMMP  هيياي پروآنييزيم

ولي به دلييل عيوارج جيانبي     .جلوگيري به عمل آورند
داراي نتايج رضايت بخشي و مورد  ،مبالا و اثربخشي ک

. عييلاوه بيير اييين داروهيياي ماننييد (18،19)قبييول نبييود
( و NSAIDs)التهييابيضييدداروهيياي غيراسييتروئيدي  

کيه بيراي درميان     COX-2انتخيابي   هياي  مهارکننده
فقيط قيادر بيه کياهش      شيوند  ميتجويز  يتاستئوآرتر

اري علائم التهابي هستند اما قادر به درمان پاتوژنز بيمي 
چ داروي يييييت کيه هي يييي گف تييوان ميي (. 20نيسيتند) 

( کيه بتوانيد   DMOADsاصلاح کننيده اسيتئوآرتريت)  
بيماري را مهار کرده يا از پيشرفت آن جلوگيري کند به 
طور روتين در دسترس نيست. با توجه بيه عيدم وجيود    

فعيال و   ترکيبيات  بررسيي  خطير،  بيمدرن و  يداروها
توسيط   بيمياري هيا  ميان  در يبيرا  دارويي گياهانموثر 

. (21شده است) توصيه WHO جهانيسازمان بهداشت 
و  تياثير بيا   ييد جيد  يبيه توسيعه داروهيا    نياز ينا بر بنا

 وجيود دارد.  جانبيمتفاوت با حداقل عوارج  يعملکرد
 تهاجميو ضد  التهابيضد  يکردرو با طبيعيمحصولات 

و عيوارج   يسيک ر يين مناسب و کمتير  يگذار تاثيربا 
 يبيرا  ييت از اسيتئوآرتر  پيشگيريدرمان و  يابر جانبي

 . مي باشندمنظور مناسب  ينا
اجيزاء تشيکيل دهنيده     از (،LPSليپوپلي سياکاريد) 
هاي گرم منفي است که در طول  ديواره سلولي باکتري

ينيدهاي  آليز باکتريايي آزاد شده و اثير مسيتقيمي در فر  
هيم در   تهاجم و متاسيتاز  چون التهاب، رشد تومور، هم
( و 22)شودمي  غير آزمايشگاهيو ايط آزمايشگاهي شر

 يدر سيلول هيا   پروتئينازهيا  قادر به القاء ترشيح متيالو  
 تنظييم هيم در   سييت کندروئو يماکروفاژ و سيلول هيا  

ترجمييه  ميييزان درو هييم  هييا ژن يييناز ا يسيييرونييو
 (.23)باشد مي تئينازهامتالوپرو

 بررسيي پيژوهش بيه    ينامر، ما در ا ينا يدر راستا
 ييي اثير اسيانس هسيته عنياب برکياهش توانيا       ييوانات

 يابيارز ي از طر THP-1 يها سلولمهاجرت و تهاجم 
القاء شده توسط  تئينازهايهمانند متالوپرو بيومارکرهايي

LPS الت دارنيد  يييي دخ ييت تئوآرتريييکه در پاتوژنز اس
بيه   THP-1 يهيا  سيلول منظيور از   ينبد .يمپرداز مي

ماکروفاژ استفاده /ونوسيت هامبه  شبيهمدل  يکعنوان 
 شد.

مطالعيه نشيان داد کيه اسيانس و ميواد       يين ا يجنتا
 50 سيمي  غيير استخرا  شده از هسته عناب در غلظت 

و  تهياجمي ضيد   خاصيت يدارا ميکروگرم بر ميلي ليتر
  LPSشده با  يکتحر THP-1 يدر سلول ها مهاجرتي
نتيايج رييل تيايم،     با گيروه کنتيرل بيوده و    يسهدر مقا
 يين ا ترن بلات، الايزا و زيميوگرافي نشيان داد کيه   وس

اسانس از طري  مهار  مهاجرتيو  تهاجميضد  خاصيت
 پييروتئين فعالييت ترشييح و  مييزان  ژن، بيييانسيطح   در

MMP-9 يرفتصورت پذ. 
MMP-9 و  دالييييتوني  کيييييلو  92 پروتئين يک

و بييان  باشد  مي ECMترين آنزيم تخريب کننده  مهم
از اهميت زيادتري در روند  ها MMP بالاي آن در بين

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.4

.1
97

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

                             9 / 13

http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.4.197
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4279-en.html


 97دوره بیست و شش، شماره چهارم، مهر   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

206 

 

 ينيد آو ماکروفياژ در فير   وبلاستفيبر يتهاجم سلول ها
(. 24وردار اسييت)يييييدر اسييتئوآرتريت برخ ريزاييييبيمييا

MMP-2  وMMP-9   از خانواده ژلاتينازها بوده و هير
دو به صورت خار  سلولي در پاسخ به فاکتورهاي مانند 

و  هييا کينشيييمو، هييا سييايتوکينفاکتورهيياي رشييد، 
ماتريکس خار  سلولي ترشح شيده و در رونيد باسيازي    
ماتريکس خار  سلولي بسيار موثرند و فعاليت پروتئازي 

يندهايي مانند تهاجم، مهياجرت، التهياب و   آها در فر آن
تي نقش مهمي را بر عهيده  متاستاز از طري  باسازي باف

در ميييايع  MMP-9و  MMP-2(. مييييزان 25دارنيييد)
سه با افراد اد مبتلا به استئوارتريت در مقايساينوويال افر

نقش منحصر به فيرد   تحقيقات(.  26نرمال بالاتر است)
MMP-9   شان يييييهاجرت نييييرا در رونيد تهيياجم و م

(. هييم چنييين ثابييت شييده ماکروفاژهييا و  26)انييد داده
 ساز پيشو پروتئين  mRNA  منوسيت ها منبع غني از

MMP-9 (. 37)استLPS  هياي   سلولباعث تحريک
THP-1   ان و ترشيح  ييي تج بيه بي ييي من شده که نهايتيا
MMP       ها و در نهاييت باعيث تنظييم سيطح انتقيال و

(. در مطالعيه اخيير   27شيود)  ها ميي MMP ترجمه ژن 
باعث افيزايش سيظح بييان     LPSتحريک سلول ها با 

MMP-9 دنبال آن تيمار با اسانس هسته ه شود و ب مي
 شيد. هيم   MMP-9ان ( باعث کاهش بيEOSZعناب)

هياي  THP-1 چنين نتايج نشان داد که مهيار تهياجم   
رخ داده   MMP-9با مهيار بييان   LPSتحريک شده با 
پروتئينياز  به خاطر توانايي اثر اين متالو است که احتمالا 

در تخريب بافت فيبرونکتين و توانايي تهاجم بيالاي آن  
 .و ساير متالوپروتئينازها است MMP-2در مقايسه با 
وجيود   يمير به شکل هميو دا  MMP-9 شکل فعال

فعاليييت پروتئييوليتيکي متالوپروتئينازهييا در سييطح  دارد.
که به طور اختصاصي به نسبت  TIMPترشح به وسيله 

 هارييي م شيوند  ميل يييبه دومين کاتاليتيکي متص 1:1
بييه طييور  MMP-9از  PEX دومييين کييه شييود مييي

 PEX به دوميين  TIMP-2و  TIMP-1اختصاصي به 
هيا   MMP بقيهکه  حاليدر  شود ميباند  MMP-2از 
 ميين اتصيال بيه د    يبيرا  TIMPفعال شيدن بيه    يبرا

از  PEXدومييين  (.28)دارنييد احتيييا خييود  ليکيکاتييا
ينيد  آنقيش مهميي در فر   MMP-9پروتئين پيش سياز  

کيه   TIMP-1 مهاجرت سلولي دارد و مشخ  شد که

زه شيدن  تعاميل دارد و ميانع از دايمريي    PEXبا دومين 
MMP-9 ولي را مهيار  ييي ليشده و مهاجرت و تهاجم س

کند و حذف آن مهاجرت و تهاجم سلولي را افزايش  مي
د تيياثيري در رونيي TIMP-2در حييالي کييه حييذف  داد،

 جيا چنين در  (. هم29تهاجم و مهاجرت سلولي نداشت)
 از pexبييا د مييين  MMP-9 از pexجييايي د مييين ه بيي

MMP-2  سيلولي بيه شيدت     ميزان مهاجرت و تهياجم
 (.30داد)کاهش پيدا 

اسيانس هسيته    در اين تحقي  اثرات مهارکننيدگي 
دييده   THP-1هاي رده  روي رشد و تکثير سلول عناب
که اين اثر مهاري به دوز اسانس وابسيته اسيت بيه    شد 
ايين اثير    اسيانس  بيا افيزايش غلظيت    که که اي گونه

هاري نشان داد. اثرات ماز خود مهاري افزايش بيشتري 
 ماکروگرم بر ميلي ليتر =MLC50 50غلظت غير سمي

پذيري سلول است،  که ميانگين بهينه ميزان دوز زيست
قابيل   THP-1 هياي رده  روي تهاجم و مهاجرت سلول

 در ايين توجه بود به طوري کيه اسيانس هسيته عنياب     
 درصد 55 و  مهاجرت درصد 57توانست بيش از  غلظت

کيه   نسبت به شياهد را  THP-1 هاي رده تهاجم سلول
نتايج ژلاتين  .کاهش دهد تيمار شده بود را  LPSتنها با

 روتئينيييي اليت پييي زايموگرافي نشان دادند کياهش فع 
MMP-9      اسيانس  در محيط کشيت بيا مقيدار غلظيت
 در ارتباط است. با استفاده از روش وسيترن  هسته عناب

 MMP-9بلاتينگ مشاهده شد که ميزان بيان پروتئين 
هاي تيمار شده با اسيانس هسيته عنياب بيه      سلولدر  

طور معني داري نسيبت بيه شياهد کياهش نشيان داده      
بيه   نتايج اليزا هم بر اين شواهد صيحه گذاشيت.   است.

طور خلاصه نتايج اين تحقي  نشان دادند کيه اسيانس   
هاجرت يييي م و مييي هسته عناب به طيور ميوثري تهاج  

را در  THP-1ماکروفاژ ماننييد مونوسيييت/هيياي  سييلول
نظر ه د که بييييده ش مييييشرايط آزمايشگاهي کاه

ان يييييرسييد قسييمتي از آن از طرييي  کيياهش بي  مييي
باشد. با توجه به تحقيقيات   مي MMP-9 هاي پروتئين
اسانس هسيته   پيشنهاد داد که احتمالا  توان ميگذشته 

مهارکننده متالوپروتئيناز بافتي  عناب از طري  تاثير روي
(TIMP-1)  براي اتصال به دومينPEX  ازMMP-9 

و  MMP-9است که در نتيجه مانع از داميرييزه شيدن   
در نتيجه جلوگيري از عملکيرد آن و عيدم مهياجرت و    
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روي هيم رفتيه   . شيود  مي THP-1تهاجم سلول هاي 
 اسانس هسيته عنياب  کند که  نتايج حاصله ما ثابت مي

عنيوان  بيه   مي تيوان و  داراي اثرات استئوآرتريتي است
بيه  و  ييت درميان اسيتئوآرتر   يبرا يکراه کار تئور يک

خطير   عنوان يک داروي ضد تهاجمي و يک داروي بي
  کرد. پيشنهادو جايگزين داروهاي شيميايي 

 سپاسگزاري
 يسينده پيژوهش توسيط نيو    يين ا يهيا  ينههزتمام 
مراتيب سيپاس و    يسندگاننو شده است. تامينمسئول 
نور واحد  پيامترم دانشگاه مح ياستخود را از ر قدرداني
 يبيرا  يشگاهآزما محيطبه خاطر فراهم آوردن  يشهر ر
 .مي دارداعلام  تحقي  ينانجام ا

 
Reference  

1.Davidson EB, Vitters EL, Vankraan PM, 

Vanberg WB. Expression of transforming 

growth factor-β and the TGFβ signalling 

molecule SMAD-2P in spontaneous and 

instability induced osteoarthritis role in 

cartilage degradation chondrogenesis and 

osteophyte formation. Annals Rheum 

Dis2006; 65:1414-21. doi:10.1136/ard. 

2005.045971 

2.Goldring MB, Otero M, Plumb DA, 

Dragomir C, Favero M, Elhachem K, et al. 

Roles of inflammatory and anabolic 

cytokines in cartilage metabolism signals 

and multiple effectors converge upon 

MMP-13 regulation in osteoarthritis. 

European Cells Mate 2011; 21:202. doi: 

10.22203/eCM.v021a16 

3.Heard BJ, Martin L, Rattner JB, Frank 

CB, Hart DA, Krawetz R. Matrix 

metalloproteinase protein expression 

profiles cannot distinguish between normal 

and early osteoarthritic synovial fluid. 

BMC Musculoskel Disord 2012;13:126. 

doi: 10.1186/1471-2474-13-126 

4.Benedetti S, Canino C, Tonti G, Medda 

V, Calcaterra P, Nappi G, et al. Biomarkers 

of oxidation inflammation and cartilage 

degradation in osteoarthritis patients 

undergoing sulfur-based spa therapies. Clin 

Biochem 2010 31;43:973-8. doi:10.1016/j. 

clinbiochem.2010.05.004 

5.Heard BJ, Martin L, Rattner JB, Frank 

CB, Hart DA, Krawetz R. Matrix 

metalloproteinase protein expression 

profiles cannot distinguish between normal 

and early osteoarthritic synovial fluid. 

BMC Musculoskel Disord2012; 13:126.  

doi:10.1186/1471-2474-13-126 

6.Bourboulia D, Stetlerstevenson WG. 

Matrix metalloproteinases and tissue 

inhibitors of metalloproteinases positive 

and negative regulators in tumor cell 

adhesion. Cancer Biol 2010; 20: 161-8. 

doi:10.1016/j.semcancer.2010.05.002 

7.Kapoor M, Martelpelletier J, Lajeunesse 

D, Pelletier JP, Fahmi H. Role of 

proinflammatory cytokines in the 

pathophysiology of osteoarthritis. Nature 

Rev Rheumatol2011;7:33-42. doi:10.1038/ 

nrrheum.2010.196 

8.Qvist P, Bayjensen AC, Christiansen C, 

Dam EB, Pastoureau P, Karsdal MA. The 

disease modifying osteoarthritis drug is it in 

the horizon? Pharmacol Res2008;58:1-7. 

doi:10.1016/j.phrs.2008.06.001 
9.Anqueztraxler C. The legal and regulatory 

framework of herbal medicinal products in 

the European union a focus on the 

traditional herbal medicines category. Drug 

Inform J 2011;45:15-2 doi:10.1016/j.jep. 

2014.07.044 

10.Hoshyar R, Mohaghegh Z, Torabi N, 

Abolghasemi A. Antitumor activity of 

aqueous extract of Ziziphus jujube fruit in 

breast cancer: an in vitro and in vivo study. 

Asian Pac J Rep2015;4:116-22. doi:10. 

1186/s40816-016-0029-0 

11.Koohihosseinabadi O, Andishehtadbir 

A, Bahadori P, Sepehrimanesh M, Mardani 

M, Tanideh N. Comparison of the 

therapeutic effects of the dietary and topical 

forms of Zizyphus jujuba extract on oral 

mucositis induced by 5-fluorouracil a 

golden hamster model. J Clin Exp 

Dent2015;7:304. doi: 10.4317/jced.52198 

12.Maghsoudi H, Hallajzadeh J, Rezaeipour 

M. Evaluation of the effect of polyphenol 

of escin compared with ibuprofen and 

dexamethasone in synoviocyte model for 

osteoarthritis an in vitro study. Clin 

Rheumatol2018; 16:1-8. doi:10.1007/s 

10067-018-4097-z 

13.Maghsoudi H, Vaziri A, Alebouyeh M. 

Investigation of punicic acid effects on 

matrix metalloproteinase genes expression 

in bovine fibroblast like-synoviocytes as a 

model of osteoarthritis. J Med Plants2018; 

3:31-44. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.4

.1
97

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

                            11 / 13

https://doi.org/10.1136/ard.2005.045971
https://doi.org/10.1136/ard.2005.045971
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2010.05.004
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2010.05.004
https://doi.org/10.1186/1471-2474-13-126
https://doi.org/10.1186/1471-2474-13-126
https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2010.05.002
https://doi.org/10.1038/nrrheum.2010.196
https://doi.org/10.1038/nrrheum.2010.196
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2008.06.001
https://doi.org/10.1016/j.jep.2014.07.044
https://doi.org/10.1016/j.jep.2014.07.044
https://doi.org/10.1186/s40816-016-0029-0
https://doi.org/10.1186/s40816-016-0029-0
https://dx.doi.org/10.4317%2Fjced.52198
https://doi.org/10.1007/s10067-018-4097-z
https://doi.org/10.1007/s10067-018-4097-z
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.4.197
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4279-en.html


 97دوره بیست و شش، شماره چهارم، مهر   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

208 

 

14.Herron GS, Banda MJ, Clark EJ, 

Gavrilovic JE, Werb ZE. Secretion of 

metalloproteinases by stimulated capillary 

endothelial cells II expression of 

collagenase and stromelysin activities is 

regulated by endogenous inhibitors. J Biol 

Chem 1986; 261:2814-8. 

15.Radha MS, Gangadhar MR. Serum 

enzyme of matrix metalloproteinase-3 in 

patients with knee osteoarthritis. Int J Rec 

Sci Res 2015;6:4457-60. doi:10.1043/1543-

2165(2007)131[563:SLOMMS]2.0.CO;2 

16.Buissonlegendre N, Smith S, March L, 

Jackson C. Elevation of activated protein C 

in synovial joints in rheumatoid arthritis 

and its correlation with matrix 

metalloproteinase II. Arth  Rheumatol 

2004;50:2151-6. doi:10.1002/art.20313 

19.Gong Y, Chippadavenkata UD, Oh WK. 

Roles of matrix metalloproteinases and 

their natural inhibitors in prostate cancer 

progression. Cancers2014; 6:1298-327. 

doi:10.3390/cancers6031298 

20.Itoh Y. Metalloproteinases in rheum-

atoid arthritis: potential therapeutic targets 

to improve current therapies. Prog Mole 

Biol Trans Sci 2017; 148: 327-38. 

doi:10.1016/bs.pmbts.2017.03.002 

21.Kapoor M, Kojima F, Crofford LJ. 

Arachidonic acid derived eicosanoids in 

rheumatoid arthritis implications and future 

targets. Arth Rheumatol 2006;2: 323-30. 

doi:10.2217/17460816.1.3.323 

22.Singh JA, Saag KG, Bridges SL, Akl 

EA, Bannuru RR, Sullivan MC, et al. 

American college of rheumatology 

guideline for the treatment of rheumatoid 

arthritis. Arth Rheumatol 2016; 68:1-26. 

doi :10.1002/art.39480 

23.Kim JD, Kang SM, Park MY, Jung TY, 

Choi HY, Ku SK. Ameliorative anti 

diabetic activity of dangnyosoko a chinese 

herbal medicine in diabetic Rats. Biosci 

Biotechnol Biochem2007;71:1527-34. doi: 

10.1271/bbb.70058 

24.Philippe L, Alsaleh G, Suffert G, Meyer 

A, Georgel P, Sibilia J, et al. TLR2 

expression is regulated by microRNA miR-

19 in rheumatoid fibroblast like synovi-

ocytes. J Immunol 2012; 188:454-61. 

doi:10.4049/jimmunol.1102348 

25.Kessenbrock K, Plaks V, Werb Z. 

Matrix metalloproteinases regulators of the 

tumor microenvironment. Cell 2010; 

141:52-67. doi:10.1016/j.cell.2010.03.015 

26.Alameddine HS, Morgan JE. Matrix 

metalloproteinases and tissue inhibitor of 

metalloproteinases in inflammation and 

fibrosis of skeletal muscles. J Neuromuscul 

Dis2016;3:455-73. doi: 10.3233/JND-

160183 

27.Roy R, Yang J, Moses MA. Matrix 

metalloproteinases as novel biomarker s 

and potential therapeutic targets in human 

cancer. J Clinl Oncol2009;27:5287-97. doi: 

10.1200/JCO.2009.23.5556 

27.Wassilew GI, Lehnigk U, Duda GN, 

Taylor WR, Matziolis G, Dynybil C. The 

expression of proinflammatory cytokines 

and matrix metalloproteinases in the 

synovial membranes of patients with 

osteoarthritis compared with traumatic knee 

disorders. J Arthroscop Rel Surg2010; 

26:1096-104. doi: 10.1016/j. arthro.2009. 

12.018 

28.Ugarteberzal E, Vandooren J, Bailon E, 

Opdenakker G, Garciapardo A. Inhibition 

of MMP-9-dependent degradation of 

gelatin but no other MMP-9 substrates by 

the MMP-9 hemopexin domain blades 1 

and 4. J Biol Chem2016; 4: 115. doi: 

10.1074/jbc.M115.708438 

29.Bailon E, Ugarteberzal E, Amigo-

jimenez I, Vansteen P, Opdenakker G, 

Garciamarco JA, et al. Overexpression of 

progelatinase B/proMMP‐9 affects 

migration regulatory pathways and impairs 

chronic lymphocytic leukemia cell homing 

to bone marrow and spleen. J Leukocyte 

Biol2014; 96:185-99. 

doi:10.1189/jlb.3HI0913-521R 

30.Kessenbrock K, Wang CY, Werb Z. 

Matrix metalloproteinases in stem cell 

regulation and cancer. Matrix Biol2015;44: 

184-90. doi:10.1016/j.matbio.2015.01.022 

31.Dufour A, Zucker S, Sampson NS, 

Kuscu C, Cao J. Role of matrix metallopro-

teinase-9 dimers in cell migration design of 

inhibitory peptides. J Biol Chem2010;285: 

35944-56. doi:10.1074/jbc.M109.091769

 

 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.4

.1
97

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

                            12 / 13

https://doi.org/10.1043/1543-2165\(2007\)131%5b563:SLOMMS%5d2.0.CO;2
https://doi.org/10.1043/1543-2165\(2007\)131%5b563:SLOMMS%5d2.0.CO;2
https://doi.org/10.1002/art.20313
https://doi.org/10.3390/cancers6031298
https://doi.org/10.1016/bs.pmbts.2017.03.002
https://doi.org/10.1002/art.39480
https://doi.org/10.1271/bbb.70058
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1102348
https://doi.org/10.1016/j.cell.2010.03.015
https://doi.org/10.1200/JCO.2009.23.5556
https://doi.org/10.1016/j.arthro.2009.12.018
https://doi.org/10.1016/j.arthro.2009.12.018
https://dx.doi.org/10.1074%2Fjbc.M115.708438
https://doi.org/10.1189/jlb.3HI0913-521R
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.matbio.2015.01.022
https://doi.org/10.1074/jbc.M109.091769
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.4.197
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4279-en.html


 97چهارم، مهر دوره بیست و شش، شماره   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

209 

 

Zizyphus jujuba Seed Essential Oil Inhibits Lipopolysaccharide-

Stimulated THP-1 Cells Invasion and Migration through  

Suppression of Matrix Metalloproteinase-9 Expression 
 

Ghodousidehnavi E1, Maghsoudi H2*, Hajihosseini R1   

 

(Received:  May 2, 2017       Accepted: August 19, 2017) 

 

Abstract 

Introduction: Migration and invasion 

features, which were associated with 

inflammatory response, play a vital role in 

the pathogenesis of osteoarthritis. 

Metalloproteinases (MMPs) as one of the 

most important catabolic bio-markers play a 

critical role in THP-1 invasion and 

migration induced by lipopolysaccharides 

(LPS). The aim of this study was to 

investigate the anti-invasive and anti-

migratory properties of Zizyphus jujuba 

seed essential oil by inhibiting 

metalloproteinase 1, 2, 3, and 9, which are 

expressed during the development of 

osteoarthritis. 

 

Materials & Methods: The seeds of Z. 

jujuba were collected from Isfahan. The 

seeds were separated and the essence was 

extracted in the Center of Genetic 

Resources of Iran. The effect of Zizyphus 

jujuba seed essential oil on cell viability, 

migration, and invasion of THP-1 cells was 

analyzed using MTT assay and transwell 

chambers assay, respectively. The 

expression of MMP-1, 2, 3, and 9 genes 

was evaluated by Real-time PCR, protein 

expression with Western blotting and 

ELISA, and the activity of MMP-2 and 

MMP-9 was investigated by gelatin-

zymography. 

 

Findings: Zizyphus jujuba seed essential oil 

(50 μg/ml) could remarkably suppress the 

migratory and invasive capacity of THP-

1cells stimulated with LPS compared with 

the control group (P<0.05). Results showed 

that Zizyphus jujuba seed essential oil 

significantly suppressed LPS-stimulated 

THP-1 migration and invasion by inhibiting 

MMP-9 expression and activity (P<0.05). 

 

Discussion & Conclusions: Zizyphus jujuba 

seed essential oil could inhibit THP-1 

migration and invasion induced by LPS by 

suppressing MMP-9 expression, providing 

a theoretical foundation for the clinical 

treatment of osteoarthritis with Zizyphus 

jujuba seed essential oil. 

 

Keywords: Osteoarthritis, Zizyphus jujuba 

essential oil, Invasion, Migration, 

Metalloproteinase 
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