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ش يپ هاي  نيتوکيسا يها  ژنان يدر کاهش ب يرانيدانه ا اهياسانس س يخواص ضد التهاب يبررس

 (Human THP-1) يت انسانيماکروفاژ و مونوس يها  سلولدر  IL-18و  TNF-α يالتهاب
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 چکيده
 .آرتريت کشف جديدي نيست پاي التهاب در بروز استئو کشف ردترين نوع بيماري مفصلي در انسان است.   آرتريت شايع استئو مقدمه: 

و  مونوسيتي ها   سلولدر اين جريان  همراه است.التهاب آور  هاي ي با توليد بيش از حد سايتوکينتغييرات تخريبي در مفاصل التهاب
دانه در  کنند. هدف اين مطالعه بررسي ميزان تاثير اسانس سياه يها نقش ايفا م  يتوکينابه سينوويوم وارد شده و در توليد س ماکروفاژ

هاي ضد التهاب استروئيدي در   هاي ماکروفاژ و مونوسيت انساني در مقايسه با دارو  سلولهاي پيش التهابي در  کاهش بيان سايتوکين
 مدلي شبيه به استئوآرتريت است. 

 ها سلول، تيمار MTTو  SDH ،LDHي ها  روشدانه، تعيين سميت با  ، تهيه اسانس سياهTHP-1ي ها  سلولکشت  :ها  روشمواد و 

 RT-PCRبا روش  IL-18و  TNF-αانجام گرديد و ميزان بيان   cDNAو سپس توليد  RNAي ها و اسانس، جد اساز ، دارونماLPSبا 
 آناليز گرديد. RESTو  ANOVA  ،F staticتعيين و با استفاده از 

با گروه ( P<0.05) يداررا کاهش داده و داراي اختلاف معني  IL-18و  TNF-αدانه ميزان بيان  اسانس سياه ي پژوهش:ها  يافته

 باشد. يم کنترل

تحريک شده  THP-1هاي   سلولدر  IL-18و  TNF-αنتايج نشان داد که اسانس سياه دانه باعث کاهش بيان  بحث و نتيجه گيري:

 هاي التهابي مورد توجه قرار گيرد. يماريبتواند در درمان   شود و به دليل خاصيت ضد التهابي مي يم LPSبا 
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 مقدمه
 و مفصليدژنرات يمارينام به که ب (OA) تيآرتر استئو

 يماريت و بينوع آرتر نيتر  عيشا شود مي دهيز نامين
رد مزمن و به د تواند   مي در انسان است که يمفصل
به دو نوع  يمارين بي(. ا7) شودد منجر يشد يناتوان

 ه که دري. نوع اول(2) شود يمسم يه تقيه و ثانوياول
 يهنجار ب غضروف مفصل بدون نايان آن تخريجر
سال  44و معمولا در افراد  دهد يم يرو يقبل ينه ايزم

ر يا فشار غي يعيمکرر طب يبه بالا و در اثر فشارها
 (. استئو2 ،3) شود مي جاديف ايبر مفصل ضع يعيطب

 هم ينه ايو زم يک علت قبليه به دنبال يت ثانويآرتر
مادر  يها يماريب ،يفصل، ميچون صدمات استخوان

 امروزه استئو (.4) ديآ  يموجود ه ب يکيمتابول و يزاد
بلکه آن  دانند ينمو يدژنرات يماريک بيت را تنها يآرتر

و  ييايميش وي، بيکيمکان ويده فعال بيک پدياز  يرا ناش
پاي التهاب در بروز  کشف رد .(9) کنند يم يتلق يسلول

ست ها سال آرتريت کشف جديدي نيست و استئو
مشخص شده که درجاتي از التهاب سينوويوم در مفصل 

د يبا تول يدر مفاصل التهاب يبيرات تخرييتغوجود دارد. 
است همراه  يش التهابيپ هاي  نيتوکيش از حد سايب
ط يشرا در ينقش مهم ها  و ماکروفاژ ها  تيمونوس .(1)

 شوند   مي که فعال يبسته به مرحله ا يالتهاب مختلف
به  ها  و ماکروفاژ ها مونوسيت (.1) کنند   مي يباز

و ساير  ها  يتوکيناسينوويوم وارد شده و در توليد س
 يها   نهيگز (.1) کنند يمالتهابي نقش ايفا  يها   واسطه

 اثر شود  يم استفاده تيآرتر استئو يبرا که يدرمان يفعل

 حاضر حال در که ييدارو ان عوامليدر م. ستندين بخش

 ضد يها دارو از توان يم شوند  مي استفاده رماند يبرا

 و دياستروئ کويکورت (،NSAID) يدياستروئ ريغ يالتهاب
برد.  نام کيالورونيد هيمانند اس يداخل مفصل يها دارو
 اما دارند يعيوس استفاده ها  NSAID انين ميدر ا

 خطرناک يجانب عوارض با ها  آنمدت  يطولان مصرف

ن يبا ااست.  بوده همراه يگوارش دستگاه يها  زخم مثل
 کمتر عوارض با مؤثر يدرمان يها روش به ازير نيتفاس

 درد بردن نيب از يبرا مکمل يها  کرديروکه  شد باعث

 توجهمورد  يزندگ تيفيو ک کارکرد بهبود نيچن هم و
 ييدارو اهانيگ باتيترک از استفاده (. امروزه1) رديگ قرار

 يها رف دارواز مص يناش عوارض کاهش جهت

 ژن انيب سرکوب در ها  آننقش  ليدل به ييايميش

 IL-18و  TNF-αل ياز قب يش التهابيپ يها نيتوکايس
  .(5 ، 74) باشد  مي شيافزا به رو

آلاله  خانواده از (.Nigella sativa L) دانه سياه
(Ranunculaceae) سياه دانه عنوان به معمول طور به 

 يها کشور هند، در .است شده شناخته سنتي طب در
 شده يم استفاده درماني اهداف براي و ايران اروپا عربي،

 ييها يماريب درمان و در ادويه به عنوان چنين هم است.

 برونشيت، سرفه، التهاب، خون، ديابت، فشار آسم، مثل

 مصرف نيز آنفولانزا سرگيجه و تب، اگزما، سردرد،

اثرات ضد  يدانه دارا اهياسانس س(. 77) است داشته
 ين در بررسيچن (. هم72) باشد  ي ميو ضد التهاب يدرد

Taka  نون که يک مويت يت ضد التهابيفعال ،همکارانو
دانه است نشان  اهيل دهنده در سيتشک يجز مواد اصل

 ،همکارانو  Entokگر، يد ي مطالعه. در (73) شدداده 
دانه نشان داده  اهيس يدانياکس يو آنت ياثرات ضد التهاب

دانه  اهين احتمالا اسانس سيا بر بنا ؛(74) است شد
ان ياز ب يدر جهت کاهش درد و التهاب ناش تواند يم

 .(74) باشدموثر  يش التهابيپ هاي  نيتوکيسا
دانه  اهيسه اثر اسانس سيمقا ن مطالعه،يا يهدف اصل 

 يش التهابيپ هاي  نيتوکيسا يها  ژنان يبر کاهش ب
TNF-α وIL-18 ت يماکروفاژ و مونوس يها   سلول در

 است. NSAIDSمانند  ييايميش يها  با دارو يانسان

 

  ها روشمواد و 
دانه اقدام به  اهيس ه اسانسيته ين مطالعه برايدر ا

ارتفاعات شهر اراک از دانه  اهيدانه سنمونه ه يته
(34

°
00

'
N, 49

°
40

ر يد مرکز ذخاييد و پس از تاي( گرد'
از آن در  يرينس گران، اقدام به اسايا يکيژنت

 يوابسته به جهاد دانشگاه يياهان دارويپژوهشکده گ
 د.يواقع در شهر کرج به روش کلونجر گرد

 THP-1 هاي  سلول :THP-1 هاي  سلولکشت 

ط کشت به دو شکل چسبنده به يدر مح ها سلولن يا)
تو يه شده از انستيته د(نچسبنده وجود دار ريت و غيپل

و قرار گرفتن شگاه يقال به آزماران، پس از انتيپاستور ا
گراد،  درجه سانتي 31حرارت  »ط انکوباتور در شراي در
کنترل  «%59% و اکسيژن 9کسيد کربن اار دي فش

احتمالي  يها  يآلودگروزانه محيط کشت از نظر بررسي 
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ساعت  12-41، تعويض محيط کشت ها   سلولو ظاهر 
س داري و سپ %، نگه19 يو رسيدن به تراکم بالا

ط کشت جدا و طي دو الي سه يمعلق در مح يها  سلول
 پاساژ براي مراحل نهايي آماده گرديد.

 ,SDH هاي روشت اسانس با ين اثر سمييتع

LDH, MTT  وTrypan blue: ت يزان سميم

 MTT يها   روشدانه با استفاده از  اهياسانس س

Assay, LDH Assay, SDH Assay  و Trypan 

blue زانين و مييتع LC50 د.يمشخص گرد 

MTT Assay: به عنوان ،کيماتين روش آنزيدر ا 

 کهوم يزول محلول تترا هاي  نمکنش از کوا يسوبسترا
 . تتراشود يماست استفاده  MTT ها آن نيتر  مهم
ن يکه ا يوم نمک محلول در آب است و هنگاميزول
آماده  PBSا يط کشت فاقد فنل رد يب در محيترک
 يو زمان کند  مي جاديا  را يرد رنگب زيگردد ترک يساز

ط يمح هاي  سلولبه  MTT ين محلول رنگيکه ا
 يتوکندريفقط در م MTTکشت افزوده گردد، حلقه 

دروژناز شکسته يهم ديسالم در حضور آنز يها  سلول
. شود  مي ليمحلول فورمازان تبد ب نايشده و به ترک

 يها   حلالمحلول در آب فورمازان توسط  نا يها بلور
حل شده و  يديل اسيپر زويا ايو  DMSOمانند  يآل

جاد شده توسط يرنگ بنفش ا يسپس جذب نور
 .شود يمقرائت  570nmدر طول موج  يفومتر اسپکترو

پاسخ  توان يمق يش ساده و دقين آزمايله ايوسه ب
از جمله  يخارج يها  مختلف را به فاکتور هاي   سلول
ر يک و سايتوکس تويسا يها  رشد، دارو يها  فاکتور

ش در يه مراحل آزمايکرد کل يابيارز ييايميعوامل ش
 .(79) رديپذ   مي انجام يخانه ا 51 هاي  تيپل
ون يک سوسپانسياستاندارد ابتدا  يه منحنيته يبرا 

ون سلول يليک ميبا غلظت کاملا مشخص مثلا  يسلول
ه کرده و پس از يمورد نظر ته هاي  سلولتر از يل يليدر م
نده ير مشخص و فزايمقاد ها آن ييدرصد زنده زا يسبرر

 يحفره ا 51ت يدر پل سه تکرار به صورتاز آن را  يا
ت را به ين پلي. سپس اميده   مي کشت يکشت سلول
ساعت بعد تست  24منتقل نموده و  CO2انکوباتور 

MTT ر جذب يدست آوردن مقاده انجام داده و با ب
استاندارد را  يه منحندر مقابل تعداد سلول مربوط ينور

جاد يزان جذب رنگ بنفش ايقرائت م .ميکن يمرسم 

م يتوسط آنز MTTشده حاصل از شکستن حلقه 
و با  گردد مي نييزنده تع يها  سلولدرصد  دروژناز ويده

 محاسبه MTTزان ياستاندارد م ياستفاده از منحن
 .گردد  مي

SDH Assay: م مهم يک آنزيدروژناز ينات دهيسوکس

 سلول يتوکندريتنها در مکه  باشد  يي ميايوکندرتيم
دار و در غلظت بالا وجود دارد. يوت کاملا پايوکاري يها  

م نشانگر يک آنزيدروژناز به عنوان ينات دهيسوکس
است که در  يميد است و تنها آنزيمف يتوکندريم يبرا
 کند يمره انتقال الکترون شرکت يکل کربس و زنجيس

نات به يون سوکسيداسيباعث اکسکربس  ي  چرخهو در 
ک يمولد  ي  لهيوسبه  SDHت يفعال .شود  مي فومارات

ت يبه نسبت فعال 600nmمحصول با جذب در 
 .(79) شود   مي نييک حاضر تعيماتيآنز

LDH Assay: هآنزيم لاکتات د( يدوژنازLDH )

زنده )حيوانات، گياهان و  يها   سلولتقريبا در تمام 
 و اکسيد دروژنازيلاکتات ده د دارد.( وجوها پروکاريوت

کتازي است که در آخرين چرخه گليوليز باعث ورد
 ها يدروژنازهد .شود يمتبديل پيرووات به لاکتات 

که در انتقال گروه هيدريد از يک ملکول  هايي يآنزيم
کنند. صدمات وارده به بافت  مي به ملکول ديگر شرکت

د شدن آنزيم ي قرمز منجر به آزاها و هموليز گلبول
LDH است  يين آنزيما بر بنا .شوديبه جريان خون م

که به طور گسترده براي اندازه گيري ميزان صدمه به 
 .شود مي بافت و ميزان سميت بافتي و سلولي استفاده

 کاهش NADHرا به  NAD دروژنازيلاکتات ده
ج در طول مو يت رنگيبا فعال يکه به طور خاص دهد  مي

nm 450  (79) شود  يي ميشناسا. 

Trypan blue : ط کشت توسط يات محيمحتوابتدا

سمپلر به لوله فالکون انتقال و به دنبال آن تحت 
قه، يدق 9قه، زمان يدور در دق 3444ط: سرعت يشرا

ه يد. انتقال لايوژ گرديفيدرجه حرارت دماي اتاق سانتر
ن يريز يه رسوبيکه به لا يبه صورت يبه آرام يفوقان

ط يمح يس يس 7رد نشود انجام گرفت. سپس وا يبيآس
چند بار  يشده به آن افزوده شده و به آرام يکشت غن

ون با ين سوسپانسياز ا 74توسط سمپلر مخلوط و 
54  پان بلو توسط سمپلر به يتر 4/4٪از محلول

ه يثان 74-24 يبه آرام ها د. لولهياپندورف اضافه گرد
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شمارش  يه برالول ياز محتوا (5)مخلوط شده و سپس 
ش ين آزمايدر ا .ديتومتر منتقل گرديسا به لام همو

پان ياز بين رفته با جذب رنگ تر يها  سلول ي  هسته
سالم به  يها  سلولره ظاهر شده اما يت يبلو به رنگ آب

است در صورت  يهيگردند. بد  يان ميرنگ روشن نما
 سلولقه تمام يدق 4-9بعد از  يتعلل در شمارش سلول

ن يکنند که ا يپان بلو را به خود جذب ميتر ينگ آبر ها 
 باشد. يم يمرگ سلول ي  جهينتر در ييتغ

غلظت  (EC50)موثر غلظت متوسط  :LC50ن ييتع

ک اثر يد يتول يک ماده برايبه دست آمده از  يآمار
ت يک جمعياز موجودات آزمون در   %94مشخص در 

ط است. در ياز شرا يف مجموعه ايخاص تحت تعر
سم هدف مورد ي، اثر مرگ ارگانLC50مورد خاص از 

 يبه بالا ها  سلولدن تراکم يبعد از رس (.71) است نظر
 9*749زان يکرده و م ها   سلوله شمارش باقدام  14%

 يليم 7خانه ته صاف همراه با  72 يها  تيسلول در پل
 %شده با  يغن DMEM-F-12ط کشت يتر محيل

FBS74، μg/ml 94 ک و يسکوربآد ياسμg/ml 94 
 ، آمفوµg 744 مايسين يونيت، استرپتو 744پني سيلين 

قه به يدق 2-3به مدت  ها  تيافزوده شد. پل Bتريسين 
قه يدق 24-34داده شد و سپس به مدت  يدوران يآرام
 با CO2 5% گراد و يدرجه سانت 31 يدماانکوباتور  در

سپس د و يگرد يدار نگه  %59ژن ياکس و %54رطوبت 
، 445/4، 447/4 يها  غلظتدر دانه  اهينس ساسا
 تريل يليدر م گرم کرويم 5و  7، 5/4، 7/4، 45/4، 47/4
  تيپل به ،DMSO ط کشتياستفاده از محشده با  هيته

به مدت  ها  تيافزوده شد و پل فخانه ته صا 72هاي 
گراد  يدرجه سانت 31 يباتور در دما انکو ساعت در 24

 ينگه دار  %59 ژنياکس و %54رطوبت  با CO2 9%  و
  ديگرد

 LC50ن ييتع يبرا ها  تيساعت پل 24بعد از گذشت 
 يها   تودهل يتشک يز سلوليل هاي   نشانهکنترل شد. 

از  ياست که ناش (CLUMP) شدهانباشته  يسلول
 يها   سلول بهتر به عبارت باشد  يممرده  يها  سلول

 .شوند  مي هم انباشته يمرده بر رو

 :THP-1 يها  سلولمار يت ک ويتحر

 :Lipopolysaccharides (LPS)مار توسط يت
LPS اد کننده مدل بيماري استفاده جبه عنوان اي

محيط کشت حاوي سلول  به LPS   تزريقشود و  يم
ي پيش التهابي و ها   منجر به افزايش بيان سايتوکين

 .(79) شود  مي التهابي

 ميده مي ط کشت، کشتيسلول را در مح 1*741  ابتدا
ط يبه مح 100ng LPSزان يساعت م 12و پس از 

ساعت به  24به مدت  ها تياول پل ياضافه شد. سر
 TNF-αمانند  يش التهابيپ هاي نيتوکيان سايمنظور ب

  شد.  يدار نگهدار  CO2باتور  در انکو IL-18و 

  تيکوئيد گلوکور :Dexamethazoneمار توسط يت

 ؛دداراي معايبي ماننعليرغم مزاياي بسيار زياد  ها
سرکوب کننده سيستم ايمني و ضد التهاب بوده ولي به 

 يماريبطور فزاينده براي درمان موارد بسيار زيادي از 
، سرکوب کردن افزايش حساسيت مانند ها   و سندرم ها 

 بهمتفاوت و  يها   يماريبدر جريان  ها ينبيان سايتوک
ي مورد ي سيستم ايمنها  در موارد نارسايي خصوص

 . در اين مطالعه از دگزا(71) دارنداستفاده فراواني 
به عنوان کنترل مثبت که توانايي کاهش بيان  متازون

-nanoM 1 با دوز پيش التهابي را دارد يها  سايتوکين

 .(75) گرديداستفاده   100

در کاهش درد،  NSAIDs:NSAIDsمار توسط يت

در اين  .دباش  يمار موثر ياز تورم بس يريتب و جلوگ
با  دانه اهياسانس سايسه اثر ضد التهابي قبررسي براي م

نده يبه عنوان نما بروفن از ايبو، NSAIDs يها  دارو
NSAIDs ي پيش ها  به منظور کاهش بيان سايتوکين

ي ها  سلول در nanoM 100-50  التهابي با دوز
 .(24) شداستفاده  LPSتحريک شده توسط 

که  نيا يظور بررسبه من :DMSOتوسط  ماريت

بر کاهش  يريا اسانس( تاثيعصاره، ماده موثره حلال )
 يها  سلولجاد شده در يا هاي  نيتوکيان ژن سايب

مار استفاده ين تيندارد، از ا LPSک شده توسط يتحر
 شد.

مراحل  :PCRو انجام  RNA يساز جدا

 Trizolبا استفاده از معرف  :RNA يجداساز

(Gregory T.Lucier 

Carlsbad,California,United States) 

(Invitrogen) يت برايژن و در نها نايشرکت س 
-UV) يفتومتر اسپکترواز روش  RNAن غلظت ييتع

2100 Spectrophotometer) د. در ياستفاده گرد
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از  يبرا DNaseم ي، از آنزDNA يصورت وجود آلودگ
 .شود يماستفاده  ياضاف DNAن بردن يب

-2step RTت يک از cDNAبه   RNA ليتبد يبرا

PCR   از شرکت(Malaysia-Selango) vivantis 
د. در انتها بر يبر اساس پروتکل مربوطه استفاده گرد

د شده يغلظت نمونه تول PCR، با انجام cDNA يرو
 دا کرد.يش پيافزا

شده از  استخراج RNA  از cDNAد يتول

در  :RT-PCRو انجام  THP-1 يها  سلول

 ياستفاده از روش نسخه بردار با  RNA مرحله نخست
 يل شد و در مرحله بعديتبد cDNAمعکوس به 

cDNA ر توسط يجهت تکثRT-PCR طيدر شرا 
c 

 9به مدت  c 544و حرارت  قهيدق 14به مدت  424
 انجام شد.  قهيدق

 مهار بر دانه اهياسانس س ريتأث زانيم يبررس منظور به

 ،يالتهاب ايه  نيتوکيسا ديتول در ليدخ هاي  ژن انيب
 هاي  ژن توسط د شدهيتول ياختصاص mRNAزان يم

از  استفاده با يابيارز نيا جهت ديگرد يابيارز نظر مورد
Real Time– PCR و  ياختصاص هاي  مريو پرا

Total cDNA  حاصل ازRT-PCR قبل مرحله در که 

 است شده اديازد يکاف اندازه به PCR استفاده از  با

 مورد هاي  ژنک از يهر  ياختصاص  mRNAزان يم

 آماده هاي مريپرا مطالعه نيا در شود يم يابيارز نظر
 شده مشخص قبلاً ها آن هاي  سکانس که ياختصاص

  GAPDH ژن نيچن استفاده قرار گرفت. هم مورد بود،
ط استاندارد يد. شراياستفاده گرد دار خانه ژن عنوان به

PCR  انجام شد و فرآورده PCR 7ژل  آگارز در% 
شکل ) شد چک Mg/ml 9/4 ديوم برومايديهمراه با ات

  (.7شماره 
 

 
، چاهک TNF-αمربوط به  2مربوط به نمونه کنترل، چاهک  1چاهک  ،PCR product هاي  % از نمونه1آگارز ژل . 1شکل شماره 

3 iL-18 ميزان باشد يم .λ5  + از نمونهλ5 از dye 2X loading RNA و تحت ميدان الکتريکي غير  تزريق گرديد ها در چاهک

 (Cell+LPS+DMSO)رديف اول  3-1 يها دقيقه قرار گرفت. در چاهک 55ميلي آمپر و مدت زمان  15ولت و  09متناوب ولتاژ 

و بدون آلودگي يا اسمير مشاهده  299bpمحصول به صورت يک بند کاملا مشخص با وزن ملکولي  (Cell+LPS)و رديف 

، در رديف دوم، باشد يم LPSهاي حاصل از سلول تحريک شده با  روي بيان سايتوکين بر DMSOثير و به معني عدم تا شود يم

متفاوت  هاي به منظور مقايسه غلظت μg/mL 0.35 ,0.1 ,0.09 يها سوم و چهارم )تيمار توسط اسانس سياه دانه با غلظت

ندارد,  LPSتحريک شده توسط  يها ظر در سلولهاي مورد ن تاثيري بر بيان سايتوکين μg/mL 0.09غلظت  .انجام پذيرفت

 μg/mL 9.035و غلظت  دهد مي کاهش %09به ميزان  را iL-18ولي بيان  ندارد TNF-αتاثيري بر بيان  μg/mL 0.1غلظت,

. رديف آخر مربوط شود  مي %09به ميزان  iL-18 کاهش بيان سايتوکين و %70 حدودا به ميزان TNF-αمنجر به کاهش بيان 

 يها که بعد از تيمار توسط اسانس سياه دانه در سلول باشد مي  Housekeeping geneيا  GAPDHيان ژن کنترل کننده به ب

. عکس در آزمايشگاه باشد يها م نيز اندازه گيري شد و بيان آن تعيين کننده فعاليت طبيعي سلول  LPSتحريک شده توسط 

 مرکز شهر ري توسط ژل داك تهيه گرديد.کشت سلولي مرکز بيوتکنولوژي دانشگاه پبام نور 
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 Real time PCR Quantilative: PCRروش 

 يکه برا ييها  مريبا استفاده از همان پرا يدر زمان واقع
PCR د، انجام شد و از ياستفاده گرد يفيکevagreen 

کلون استفاده شد.  نايکس کارخانه سيم به عنوان مستر
، CT (Threshold cycle)دست آمده از ه ج بينتا

 ANOVA -2استاندارد و  يمنحن -7توسط دو روش 
  قرار گرفت. يابيمورد ارز

 SD±1ن يانگيبه عنوان م ها داده يتمام: يز آماريآنال

ک يز يبا استفاده از آنال يز آمارينالآ ان شده است.يب
اجرا  RESTو  F static، (ANOVA) انسيواره يسو

 يشکل آمار به CT ،P<0.05ز يآنال يشده است. برا
 دار در نظر گرفته شده است. يمعن

 

 پژوهش هاي  افتهي
و  MTT، LDHسنجش  هاي  پس از انجام تست 

SDH د. يمشخص گرد 7شماره  ج به شرح نمودارينتا
 5/4همان طور که در نمودار مشخص است در غلظت 

زنده و  هاي  سلولت يتر جمعيل يليگرم در م کرويم
ن مساله بعد از يد اييتا يبرا .(%94برابرند )مرده با هم 

سلول و  ين درصد زنده مانييتع يساعت برا 24گذشت 
پان بلو يزنده و مرده از روش تر هاي  سلولشمارش 

 استفاده شد. 

 

 
 THP-1 يها سلولدر  يتيتوتوکسي. س1نمودار شماره 

 

در اثر  7بر اساس نمودار شماره : MTT Assay جينتا

  سلولزان يم μg/ml7/4 تدانه در غلظ اهياسانس س
که  باشد  مي %94ن رفته برابر با يسالم و از ب هاي

ن يجا که ا از آن يول باشد  مي LD50%معادل با 
از به يشده، ن ها   سلولاز  يمين رفتن نيغلظت باعث از ب
ک بر يکه فاقد اثر توکس باشد   ي مياستفاده از غلظت
  Median of LD50%ن ييتع ن امر بايسلول باشد که ا

 .باشد   مي ug/ml 439/4ر بوده و معادل با يامکان پذ
در اثر  7بر اساس نمودار شماره : LDH Assayج ينتا

  سلولزان يم μg/ml7/4 دانه در غلظت اهياسانس س

که  باشد يم %94ن رفته برابر با يسالم و از ب يها
ن يجا که ا از آن يول باشد يم LD50%معادل با 

از به يشده، ن ها سلولاز  يميرفتن ن نيغلظت باعث از ب
ک بر يکه فاقد اثر توکس باشد  يم ياستفاده از غلظت
 Median of LD50%ن ييتع ن امر بايسلول باشد که ا

 .باشد يم ug/ml 439/4ر بوده و معادل با يامکان پذ

در اثر  7بر اساس نمودار شماره  :SDH Assayج ينتا

  سلولزان يم μg/ml 7/4دانه در غلظت  اهياسانس س
که  باشد يم %94ن رفته برابر با يسالم و از ب يها

ن غلظت ياز آنجا که ا يول باشد  يم LD50%معادل با 
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از به يشده، ن ها  سلولاز  يمين رفتن نيباعث از ب
ک بر يکه فاقد اثر توکس باشد  يم ياستفاده از غلظت
 Median of LD50%ن ييتع ن امر بايسلول باشد که ا

 .باشد  يم ug/ml 439/4ر بوده و معادل با يپذامکان 

در اثر  7بر اساس نمودار شماره پان بلو: يج ترينتا

   سلولزان يم μg/ml 5/4دانه در غلظت  اهياسانس س
که  باشد  مي %94ن رفته برابر با يسالم و از ب هاي

ن غلظت با توجه به يا باشد مي LD50%معادل با 
که رنگ  ييجا از آن يولدست آمده است ه پان بلو بيتر
و  برد  مي نيزنده را از ب هاي  سلولپان بلو خود يتر

 توان   نمي نيا بر بنا شود مي باعث به وجود آمدن خطا
 SDHو  MTT ،LDHچون  يبه آن اکتفا کرد. از طرف

 عمل ها   سلولات يو ح يزنده مان هاي  اريمعاساس  بر
   مي ار ما قراريختدر ا يق تريج دقين نتايا بر بنا کنند  مي

و  باشد  مي μg/ml7/4برابر با غلظت  LC50 ؛ ودهند
 μg/ml439/4ن شود که برابر با ييانه آن تعيد ميبا

 باشد  مي

ر اسانس يتاث يز کميآنال :ها  دادهج و يز نتايآنال

 هاي  نيتوکيان ژن سايب يدانه بر رو اهيس

TNF-α  وIL-18  يها سلولدر THP-1: ج ينتا

ط يبعد از کشت در شرا THP-1 يها  ولسلمار يت
( 7شماره واقع در جدول  يها   گروه)به صورت  متفاوت

 انجام شد.

 

 ها نيتوکيدر سا CT جي. نتا1جدول شماره 
Cell+Vihicl

e 
Cel+LPS+Essent

ial oil 

Cell+LPS+NSAID Cell+LPS+Steroi

d 

Cell+L

PS 

Cell Gene 

31.69±0.31

27 

35.42±0.6378 30.38±0.9212 30.15±0.8203 100 31.69±0.411 THP-1 

TNF-alpha 

32.23 

±0.3127 

34.25 ±0.6378 31.46±0.1034 29.25±0.8203 100 32.23 ±0.312 THP-1 iL 

18 

 
 شود يممشاهده  7طور که در جدول شماره  همان

در  IL-18و  TNF-α هاي  نيتوکيان ژن سايزان بيم
افت و در يش ياافز %744زان يبه م LPSک با ياثر تحر

ب يبه ترت ها  آنان ين بزايم دانه اهيمار با اسانس سياثر ت
 کاهش را نشان داده است. %19/19و  91/14%

 يدانه بر رو اهير اسانس سيتاث يز کميآنال

در  IL-18و  TNF-α هاي  نيتوکيان ژن سايب

با استفاده از نرم افزار  THP-1 يها  سلول

REST 2009: REST  ياست برا ينرم افزار 

 کيان ژن که توسط تکنيا کاهش بيش ين افزايتخم
ن ي. همچنکند يم يريان ژن را اندازه گي، بيقو هاي 
هم گزارش  يکيگراف صورت بهج را ين نرم افزار نتايا
گر به يد يها ژنو تفاوت هر ژن را نسبت به  کند يم

 .آورد يمش در ينما
 

 Human THP-1 TNF-α نيتوکيژن سا انيب يبر رو RESTنرم افزار  يها   داده زيآنال زحاصل ا جينتا. 2جدول شماره 
Gene Reaction 

Efficiency 

Expression Std. Error 95% C.I. P(H1) Result 

THP-1 TNF-α 0.6973 1.000 0.934 - 1.071 0.878 - 1.139 0.972  

Cell+LPS+EO.BC 0.6973 0.038 0.023 - 0.065 0.018 - 0.094 0.001 DOWN 

CelLPS+Steroid 0.6973 0.002 0.002 - 0.004 0.001 - 0.004 0.000 DOWN 

Cell+LPS+NSAID 0.6973 0.015 0.010 - 0.022 0.008 - 0.026 0.000 DOWN 

Cell 0.6973 1.000 0.895 - 1.117 0.836 - 1.196 0.988  

Cell+Vehicle 0.6973 1.000 0.895 - 1.117 0.836 - 1.196 0.988  

Cell+LPS+Vehicle 0.6973 213.082 57.913 - 

764.403 

17.106 - 

1,566.223 

0.000 UP 
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در  Human THP-1 IL-18 و Human THP-1 TNF-α هاي  نيتوکيژن سا انيب زانيم ينمودار بررس .2نمودار شماره 

 (دهد   مي ان ژن را نشانيب ها  نيچ)خط  REST توسط نرم افزار کنترل يها  گروهسه با يمقا

 
ان ژن يج حاصل از بينتا 2 و نمودار شمارهجدول 

 را کنترل يها   گروهسه با يدر مقا TNF-αن يتوکيسا
زان يم شود  يم. همان طور که مشاهده دهد  يم نشان

 Cell+LPS+Vehicleان ژن مذکور در گروه يب
 و NSAIDs، Steroidمار با يافته اما در تيش يافزا

 افته است. يدانه کاهش  اهياسانس س
 

 Human THP-1 IL-18 نيتوکيژن سا انيب يبر رو RESTنرم افزار  يها  داده زيآنال زحاصل ا جينتا. 3جدول شماره 
Gene Reaction 

Efficiency 

Expression Std. Error 95% C.I. P(H1) Result 

THP-1 iL-18 0.6973 1.000 0.934 - 1.071 0.878 - 1.139 0.980  

Cell+LPS+EO.BC 0.6973 0.019 0.016 - 0.022 0.013 - 0.026 0.000 DOWN 

CelLPS+Steroid 0.6973 0.002 0.002 - 0.004 0.001 - 0.004 0.001 DOWN 

Cell+LPS+NSAID 0.6973 0.015 0.010 - 0.022 0.008 - 0.026 0.000 DOWN 

Cell 0.6973 1.000 0.895 - 1.117 0.836 - 1.196 0.984  

Cell+Vehicle 0.6973 1.000 0.895 - 1.117 0.836 - 1.196 0.984  

Cell+LPS+Vehicle 0.6973 213.082 57.913 - 

764.403 

17.106 - 

1,566.223 

0.000 UP 

 
ان ژن يج حاصل از بينتا 2و نمودار شماره  3 جدول

 کنترل را يها  گروهسه با يدر مقا IL-18ن يتوکيسا
زان يم شود  يم. همان طور که مشاهده دهد  مي نشان

 Cell+LPS+Vehicleان ژن مذکور در گروه يب
 و NSAIDs، Steroidر با مايافته اما در تيش يافزا

 افته است. يدانه کاهش  اهياسانس س

 TNF-α هاي  نيتوکيان ژن سايج بينتا يبررس

با استفاده از  THP-1 يها   سلولدر  IL-18و 

 F staticزان يم :ANOVAو   F staticنرم افزار 

در  IL-18و  TNF-α هاي  نيتوکيان ژن سايب يبرا
مندرج در  هاي  دادهبر اساس  THP-1 يها   سلول
توسط  CTز يدر آنال .بدست آمده است 4 جدول

ANOVA برابر  يآمار ييجه نهاينتF که به  باشد يم
 ين بررسي. در اپردازد  ها مي   گروهن يرات بييتغ يبررس
 Cell+LPS+Essentialل در دو گروه يه و تحليتجز

oil  وCell+LPS ت منجر يرفت که در نهايانجام پذ
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زان، درجه يتوسط دو م F يد. پراکندگيگرد Fد يبه تول
 ها   گروهن يبه نام اختلاف ب يکي، کند  يمان يرا ب يآزاد
ن يب ايکه ترک ها  گروهبه نام اختلاف داخل  يگريو د

 جدول عدد که يصورت درشد.  Fع يدو منجر به توز

 زان گرفته شده از جدوليکمتر از م F يپراکندگ
و  باشد  مي قابل قبول يشنهاديه پيباشد، فرض يپراکندگ

ن ي% قابل قبول بوده و ب9دست آمده در سطح ه زان بيم
 Fکه  يوجود ندارد و اما در صورت يتفاوت ها   نمونه

static يزان گرفته شده از جدول پراکندگيشتر از ميب 

ن ير قابل قبول بوده و بيغ يشنهاديه پيباشد، فرض
ن در يا بر بنا؛ وجود دارد يدار يتفاوت معن ها   نمونه
 1193/3تر از  کم F static ييزان نهايکه م يصورت

ن است که يا يه ما قابل قبول است و به معنيباشد فرض
  نيتوکيان ژن سايمنجر به کاهش ب دانه اهيس اسانس

 LPSمار شده توسط يت هاي سلولمورد نظر در  هاي
شتر يب F static ييزان نهايکه م يشده است. در صورت

 ر قابل قبول است.يه ما غيشد فرضبا 1193/3از 

 
 Vehicleدانه و  اهيمار با اسانس سيدر ت IL-18و  TNF-α هاي  نيتوکيسا F staticج ي. نتا5جدول شماره 

Result Critical Value Nigella sativa L. of Essential oil Vehicle Gene 
Accept able 3.89 1.3 32.48 THP-1 TNF-α 

Accept able 3.89 0.91 32.48 THP-1 iL-18 

 
 ANOVAتوسط نرم افزار  IL-18و  TNF-α هاي  نيتوکيان ژن سايب يابي. ارز5جدول شماره 

Result for TNF-α 

Source of Variation Sum of Squares d.f. Mean Squares F 

between 187.2 5 37.44 2.373 

error 1798. 114 15.78  

total 1986. 119   

The probability of this result, assuming the null hypothesis, is 0.043  

Result for IL-18 

Source of Variation Sum of Squares d.f. Mean Squares F 

between 219.1           5 43.81         2.814     

error 1775. 114 15.57      

total 1994. 119   

The probability of this result, assuming the null hypothesis, is 0.020 

 
 F static ييزان نهايج مي، نتا4با توجه به جدول شماره 

 3/7دانه  اهيمار با اسانس سيدر ت TNF-αن يتوکيسا
درج شده در  p-Value تر از ن مقدار کميبوده است و ا
با توجه به جدول شماره  ياز طرف است. يجدول فراوان

ن يتوکيسا يبرا ANOVAج بدست آمده از يتان 9
TNF-α با 43/4ه صفر برابر است با يبه فرض فرض ،

 دار ي، چون در سطح معنsig=0.043توجه به مقدار 
α=0.05 ،α=0.05> sig=0.043 ن يا بر بنا باشد  مي

 مي حي% صح55نان يب اطميمورد نظر با ضر هيفرض
-real هاي  وشرج به دست آمده از ين با نتايا ؛ وباشد  

time PCR ،ANOVA ،CT و REST 2009 
 مطابقت دارد.

 ييزان نهايج مي، نتا4جدول شماره با توجه به  نيچن هم
F static ن يتوکيساIL-18 مار با اسانس يدر ت

-p تر از ن مقدار کميبوده است و ا 57/4اهدانه يس

Value با  ياز طرف است. يدرج شده در جدول فراوان
ج بدست آمده از ينتا 9شماره توجه به جدول 

ANOVA ن يتوکيسا يبراIL-18 ه يبه فرض فرض
، sig=0.020، با توجه به مقدار 24/4صفر برابر است با 

 <α=0.05 ،α=0.05دار  يچون در سطح معن
sig=0.020 ب يبا ضر ه ماين فرضيا بر بنا باشد  مي

ج به دست ين با نتايا ؛ وباشد   مي حي% صح55نان ياطم
 real-time PCR ،ANOVA ،CT هاي   روشز آمده ا

  مطابقت دارد. REST 2009 و
 

  يريجه گيبحث و نت
مزمن از  هاي يماريب نيتر  عيشااز  يآرتر استئو

ک شامل يرات پاتولوژيياساس تغ مفاصل انسان است.
ه يتمام بافت مفصل است. در حال حاضر، در مراحل اول

 داردشدت وجود از  يت التهاب با درجات مختلفيآن ماه
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آرتريت کشف  پاي التهاب در بروز استئو رد کشف .(27)
ست که مشخص شده که ها  جديدي نيست و سال

درجاتي از التهاب سينوويوم در مفصل وجود دارد. 
ک مجموعه از يبا  يدر مفاصل التهاب يبيرات تخرييتغ
ش از حد يد بياز جمله تول يميوشيب هاي داديرو
 .(1) شود  مي کيآور تحر التهاب هاي نيتوکيسا

ط يشرا در ينقش مهم ها  و ماکروفاژ ها تيمونوس
 شوند يمکه فعال  يبسته به مرحله ا يالتهاب مختلف

  التهابي مانند مونوسيت هاي  سلول (.1) کنند  يم يباز
ها به سينوويوم وارد شده و در توليد  و ماکروفاژ ها
ش ايفا التهابي نق هاي  واسطهو ساير  ها يتوکيناس
گروه کنترل  نيتر  مهم رسد  مي به نظر (.1) کنند يم
، IL-1β ، از جملهيالتهاب هاي  نيتوکايبه سا يماريب

TNFα ،IL-6 ،IL-15 ،IL-17 و  IL-18 دارد تعلق 
(27). 

دانه در  اهير اسانس سيتاث يبررسمطالعه حاضر با هدف 
صورت  يش التهابيپ هاي  نيتوکيان سايکاهش سطح ب

 20توسط  THP-1 يها   سلولک يپس از تحر گرفت.

ng/ml LPS هاي  نيتوکيان سايزان بيم TNF-α  و
IL-18  مار يافته است و به دنبال تيش ي% افزا744به

به  ها نيتوکين سايان ايدانه کاهش ب اهيتوسط اسانس س
زان يم يعني، گردد   مي مشاهده 29/34 و 42/39 بيترت

-ILان يزان بيم و TNF-α ،91/14%ن يتوکيان سايب

که در  يکاهش داشته است. در صورت %19/19 زين 18
مار استفاده يت يبرا Vihicleکه از  يگروه کنترل منف

مربوطه  هاي نيتوکيان سايزان بيدر م يرييشده است تغ
 Steroidوجود ندارد، حال در گروه کنترل مثبت که از 

در  ير قابل ملاحظه اييمار استفاده شد، تغيت يبرا
بود.  ينيش بيجاد شده است که قابل پيان ژن ايزان بيم
اهدانه يقت است که اسانس سين حقيانگر ايج بين نتايا

 هاي نيتوکيان سايزان بيدر م يکاهش قابل توجه ا
TNF-α  وIL-18  ر ضد ينگر تاثيجاد کرده که نمايا

مشابه  يدر مطالعه ا .باشد يمدانه  اهياسانس س يالتهاب
صورت گرفته  ،همکارانو  يشمها  حاجله يوسه که ب
و  Tail flickن و آزمون يک، فرماليد استياز اس است

 يو ضد التهاب يت ضد درديفعال يابيارز ينور برا
نان و ادم يکاراگ يبا استفاده از ادم پا دانه اهياسانس س
و شده از روغن کرچک در موش استفاده  يگوش ناش

اسانس  يابو ضد الته ياز اثرات ضد درد يج حاکينتا
ج يج با نتاين نتايکه ا( 72) استه دانه بود اهيس ي دانه
 دارد. يهم خوانق حاضر يتحق

اثرات ضد ، همکارانو  Entokگر يد يدر مطالعه ا 
دانه نشان داده شده  اهيس يدانياکس يو آنت يالتهاب

ق يله تزريوسه از القا التهاب ببعد  ن مطالعهياست. در ا
دانه و  يد، درمان خوراکياکارس يپل پويل يداخل صفاق

. بعد از ه استاسانس صورت گرفت يق داخل صفاقيتزر
 AST و ALT هاي  ميآنز يساعت سطح سرم 24

کنترل داشته  يها   گروهبت به سن يريکاهش چشم گ
نشان دهنده  ها  مين آنزيت ايش در فعاليافزا است.

مطالعه (. 74است )از جمله التهاب  يکبد يها  بيآس
ق است و با آن هم ين تحقيج ايد کننده نتاييتاحاضر 

 دارد. يخوان
توسط سه نرم افزار  يز آماريد کار خود آنالييدر تا

REST ،F static  وANOVA  .در صورت گرفت
 ،مختلف هاي  گروهدر  RESTنرم افزار  باج ينتا يبررس

در گروه  IL-18و  TNF-α هاي  نيتوکيان ژن سايب
Cell+LPS+Vehicle مار با يافته اما در تيش يافزا

NSAIDs،  Steroid  دانه کاهش  اهياسانس س و
قت است که ين حقيانگر ايج بين نتايافته است. اي

ان يزان بيدر م يدانه کاهش قابل توجه ا اهياسانس س
نگر يجاد کرده که نمايا IL-18و  TNF-αن يتوکيسا
  .باشد يمدانه  اهياسانس س ير ضد التهابيتاث
و  TNF-α هاي نيتوکيسا F static يين نهازايج مينتا

IL-18 و  3/7ب يدانه به ترت اهيمار با اسانس سيدر ت
درج  p-Value تر از ر کمين مقاديبوده است و ا 57/4

جه ينت ميتوان يماست. پس  يشده در جدول فراوان
 دانه اهيکه اسانس س نيا بر يه ما مبنيم که فرضيريبگ

-TNF هاي نيتوکيسا ان ژنيموجب کاهش ب تواند  مي

α  وIL-18 يها سلول در THP-1  شود مورد قبول
 است.

 يبرا ANOVAدست آمده از ه ج بينتا ياز طرف 
ه صفر يبه فرض فرض IL-18و  TNF-αن يتوکيسا

 sig=0.043با توجه به مقدار  بود،/. 24و  43/4 با برابر
، α=0.05 دار يچون در سطح معن ،sig=0.020 و

α=0.05> sig=0.043 ه ما ين فرضيا بر بنا باشند   مي
موجب  تواند  مي دانه اهيکه اسانس س نيبر ا يمبن
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در  IL-18و  TNF-α هاي نيتوکيسا انيب کاهش
% مورد 55نان يب اطميبا ضر شود THP-1  هاي  سلول

 هاي  روشج به دست آمده از ين با نتايقبول است و ا
real-time PCR ،CT و REST 2009 .مطابقت دارد 

دانه  اهير اسانس سين مطالعه تاثيکه در ا نيبا توجه به ا
مشاهده  يش التهابيپ هاي  نيتوکيان سايدر کاهش ب

ستم گاز يبا استفاده از س شود يمشنهاد يد، پيگرد
دانه  اهياسانس س يماده موثره  يگراف کروماتو

 يش بر رويص گردد و با انجام آزمايمشخص و تخل
ر آن بر کنترل و ين تاثزايم يشگاهيآزما هاي  موش
   رد.يقرار گ يابيمورد ارز يماريمهار ب

 

 يسپاسگزار 
بدينوسيله از رياست محترم دانشگاه پيام نور مرکز ري 
جناب آقاي دکتر محمد احسان تقي زاده و جناب آقاي 
مهدي محمدي مدير محترم آموزش دانشگاه پيام نور 

تجهيز مستمرشان در  يها يريگمرکز ري، به دليل پي 
تکنولوژي، فراهم نمودن محيط آموزشي  آزمايشگاه بيو
از استرس همراه با انرژي مثبت  به دورو تحقيقاتي 

 م.يرا دار يت تشکر و قدردانينها
نجانب اقتباس شد و تمام يان نامه ايج از پاينتا يتمام
 يان محمد مقصودين پروژه از طرف آقايا هاي نهيهز

ن يتام يمقصودن يدکتر حس يمقدم و جناب آقا
 ده است.يگرد
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Abstract 

 
Introduction: Osteoarthritis is the most 

common joint disease in humans. 

Footprints inflammation in osteoarthritis is 

not a new discovery. The degenerative 

change in inflammatory joints is associated 

with overproduction of inflammatory 

cytokines. In the process, the monocyte and 

macrophage cells enter the synovium and 

play a role in the production of the 

cytokines. The aim of this study was to 

investigate the effect of the essential oil of 

Nigella sativa L in reducing expression of 

pre-inflammatory cytokines in human 

macrophage and monocyte cells in 

comparison with steroid anti- inflammatory 

drugs in a model similar to osteoarthritis. 

 

Materials & methods: Culturing THP-1 

cells, providing Nigella sativa L essential 

oil, determining the degree of toxicity 

through SDH, LDH and MTT methods, 

treatment of the cells with LPS, placebos 

and essential oil, isolation of RNA and 

then, producing cDNA were performed. 

The expression of TNF-α and IL-18 was 

determined by RT-PCR method and 

analyzed through ANOVA, F static, and 

REST methods. 

 

Findings: The essential oil of Nigella 

sativa L reduced the expression of TNF-α 

and IL-18 and has a significant difference 

(p<0.05) with the control group. 

 

Discussion & conclusions: The results 

showed that the Nigella sativa L essential 

oil reduces the expression TNF-α and IL-18 

in THP-1 cells stimulated with LPS and can 

be used in treating inflammatory diseases 

due to its anti- inflammatory properties. 

 

Keywords: Osteoarthritis, Nigella sativa L 

essential oil, Cytokines, THP-1 cells 
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