
Copyright © ️2025, Azizi et al. This open-access article is available under the Creative Commons Attribution 4.0 (CC BY 4.0) International License (https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which allows for unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided that the original work 
is properly cited.

ــده  ــلول‌های غلاف‌کنن ــیداتیو در س ــترس اکس ــر اس ــیلیبینین ب ــر س ــزان تاثی ــی می بررس
بویایــی نــوزاد مــوش صحرایــی

منیره عزیزی 1، *، ناصر عباسی 2، سعیده رشیدی 2  
1دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایلام، ایلام، ایران

2دانشگاه علوم پزشکی ایلام، ایلام، ایران

 azizi.moaz@gmail.com:نویسنده‌ی مسئول: گروه علوم تشریحی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ایلام، ایلام، ایران. ایمیل*

دریافت: 1403/07/02    پذیرش: 1404/04/07

1. مقدمه
بیماري هـاي نورودژنراتیـو باعث آسـیب هاي اجتماعـی و اقتصادی 
بی شـماري در جامعـه می گردنـد و سـالانه هزینـه اي بیـش از 150 

میلیـون دلار بـر اقتصـاد تحمیل می کننـد )1(.
 olfactory ensheathing پیونـد سـلول های غلاف کننـده بویایـی
مـداوای  در  را  امیدوارکننـده  تجربـی  درمـان  یـک   )OECs(  cells
بیماری هـای نورودژنراتیـو فراهـم کـرده اسـت. ایـن سـلول های بنیادی 
پرظرفیـت، برخلاف سـلول های الیگودندروسـیت و شـوان کـه به ترتیب 
  central nervous system )CNS( فقـط در سیسـتم اعصـاب مرکـزی
و محیطـی )peripheral nervous system )PNS وجـود دارنـد در 
تمـام طـول بخش هـای محیطـی و مرکـزی عصـب بویایـی مشـاهده 
از  سـلول ها  ایـن  کـه  مکانیزم هایـی  کـه  اگرچـه  می شـوند)2(. 

طریـق آن هـا باعـث محافظـت نورونـی و بازسـازی مجدد آکسـون ها 
می گردنـد به طـور کامـل مشـخص نشـده اسـت، امـا تعدیـل فعالیت 
افزایـش  پروتئوگلیکان هـا،  بیـان  کاهـش  آستروسـیت ها،  مجـدد 
آنژیوزنـز، بازسـازی آکسـون ها، میلین سـازی مجدد و افزایش سـطح 
فاکتورهـای نوروتروفیـک به دنبـال پیونـد آن هـا گزارش شـده اسـت 

 .)2-4(
 reactive nitrogen spices )RNS( گونه های فعـال نیتـروژن
و گونه هـای فعال اکسـیژن )reactive oxygen spices )ROS که 
 reactive در مجمـوع به عنـوان گونه هـای فعال نیتـروژن و اکسـیژن
اصـل  در  مشـهورند   )RNOS( nitrogen and oxygen spices
محصـولات متابولیسـم نرمال سـلولی هسـتند )5، 6(. گونه های فعال 

چکیده 
ــد ســلول‌های  ــان پیون ــن می ــی اســت. در ای ــی در سیســتم عصب ــن اســتراتژی‌های درمان ــی یکــی از مهم‌تری ــروزه ســلول درمان ــه: ام مقدم
غلاف‌کننــده بویایــی )olfactory ensheathting cells; OECs( به‌دلیــل دسترســی آســان مــورد توجــه بســیاری از محققــان قــرار گرفتــه 

اســت. ســیلیبینین مــاده مؤثــره گیــاه Silybum marianum دارای خــواص متنوعــی از جملــه خاصیــت آنتی‌اکســیدانی اســت. 
اهداف: در این مطالعه، اثرات آنتی‌اکسیدانی سیلیبینین بر استرس اکسیداتیو در سلول‌های OEC بررسی شد.

ــق  ــت ســلول‌ها از طری ــی اســتخراج و کشــت داده شــد. ماهی ــوش صحرای ــوزاد م ــی ن ــا: ســلول‌های OEC از مخــاط بویای ــواد و روش‌ه م
ــول  ــاي 1، 5، 10، 25، 50، 75، 100 و 125 میکروم ــد. غلظت‌ه ــد ش ــایP75NTR و S-100 تایی ــتفاده از مارکره ــا اس ــیمی ب ایمونوسیتوش
 Dimethyl( MTT ــه ســلول‌های کشــت شــده اضافــه شــد. دوزهــای محافظتــی و ســمی ســیلیبینین توســط تســت ســیلیبینین تهیــه و ب
thiazyl diphenyltetrazolium bromide( شناســایی گردیــد. غلظت‌هــای محافظتــی )1و 5 میکرومــول( و ســمی )50 و75 میکرومول( 
 reactive( ــیژن ــال اکس ــای فع ــید )nitric oxide; NO( و گونه‌ه ــد نیتریک‌اکس ــزان تولی ــد و می ــه ش ــلول‌ها اضاف ــت س ــط کش ــه محی ب

ــد. ــی گردی ــری ارزیاب ــس و فلوریمت ــای گری ــا اســتفاده از روش‌ه ــب ب oxygen species; ROS( به‌ترتی
ــال  ــلول‌ها را به‌دنب ــای س ــظ بق ــج MTT حف ــود. نتای ــد نم ــده را تایی ــلول‌های کشت‌ش ــودن س ــت OEC ب ــیمی ماهی ــج: ایمونوسیتوش نتای
ــلول‌های  ــد NO، ROS در س ــش تولی ــع از افزای ــیلیبینین مان ــی س ــای محافظت ــیلیبینین نشــان داد. غلظت‌ه ــن س ــای پایی ــتفاده از دوزه اس

OEC شــد.
ــد  ــلول‌های OEC تایی ــیلیبینین را در س ــن س ــای پایی ــت آنتی‌اکســیدانی غلظت‌ه ــا و خاصی ــظ بق ــه حف ــن مطالع ــج ای ــری: نتای نتیجه‌گی

نمــود.
کلمات کلیدی: سیلیبینین، Silybum marianum، سلول‌های غلاف‌کننده بویایی، بقای سلولی، استرس اکسیداتیو
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از طریـق واکنـش بـا مولکول هـای حیاتـی از قبیـل اسـیدنوکلئیک، 
پروتئین هـا، لیپیدهـای غشـایی و با تغییـرات برگشـت ناپذیر عملکرد 

آن هـا می تواننـد منجـر به مرگ سـلول گردنـد )6(.
رادیکال هـای  بیان کننـده   ،)ROS( اکسـیژن  فعـال  گونه هـای 
رادیکال هـای  سوپراکسـید،  آنیـون  ماننـد  اکسـیژن  از  مشـتق  آزاد 
ماننـد  اکسـیژن  از  مشـتق  غیررادیکالـی  گونه هـای  و  هیدروکسـیل 
پراکسـید هیـدروژن اسـت کـه به  طـور مـداوم در ارگانیسـم ها تولیـد 

 .)5 می شـوند)
 nitric ماننـد نیتریک اکسـید )RNS( گونه هـای فعـال نیتـروژن
)oxide )NO نیـز به  عنـوان رادیکال هـای مهـم شـناخته می شـوند. 
Nitric oxide گازی بـا نیمـه عمـر کوتـاه )چنـد ثانیـه( اسـت کـه 
در بسـیاري از فعالیت هـای فیزیولوژیـک نرمـال بـدن نقـش دارد و 
 nitric oxide synthases نیتریک اکسیدسـنتاز  آنزیـم  توسـط 
سـیترولین  ال-  بـه  آرژنیـن  ال-  آمینـه  اسـید  تبدیـل  طـی   )NOS(
بسـیار  سـلولی  پروسـه های  بـر   NO تاثیـر  .)7  ،6( می شـود  سـنتز 
در   NO فیزیولوژیـک سـطوح  مثـال  به طـور  اسـت،  دوز  بـه  وابسـته 
سیسـتم عصبـی مرکـزی به عنـوان نورومدولاتـور یـا نوروترانسـمیتر 
عمـل می کنـد )8(، اما در شـرایط اسـترس، میـزان آزادسـازی آن به 
بالاتـر از حـد نرمـال می رسـد )Nitric oxide .)9 اگـر چـه به عنوان 
یـک مـاده نوروپروتکتیـو در نظـر گرفتـه می شـود امـا سـطوح بالاتر 
 NO میـزان افزایـش  اسـت )10(.  نوروتوکسـیک  آن  نرمـال  حـد  از 
در بسـیاری از شـرایط پاتولوژیـک ماننـد بیماری هـای نورودژنراتیـو، 
التهابـی و ایسـکمی، همزمان با اسـترس اکسـیداتیو/نیتروزاتیو اتفاق 
می افتـد )6(. خـواص سیتوتوکسـیک NO عمدتـا ناشـی از واکنش با 
سوپراکسـید و تولیـد مـاده اکسـیدان قـوی به نـام پروکسـیل نیتریت 

 .)11( اسـت   )peroxyl nitrite(
فعــال  گونه هــای  ســم زدایی  در  ســلولی  آنتی اکســیدان های 
نیتــروژن و اکســیژن نقــش دارنــد، امــا هنگامــی کــه تعــادل میــان 
اســترس  شــرایط  رود،  بیــن  از  اکسیدان/آنتی اکســیدان  میــزان 
اکســیداتیو ایجــاد می گــردد. بــا ادامــه اســترس اکســیداتیو، 
آســیب های  دچــار  ژنــوم،  ماننــد  حیاتــی  بیومولکول هــای 
اکســیداتیو می شــوند کــه دارای اثــرات بیولوژیکــی مخربــی از 
قبیــل تغییــر در انتقــال پیــام و بیــان ژن، جهــش و مــرگ ســلولی 
ــز بیمــاران مبتــلا  ــج کشــت ســلول ها و بافــت مغ اســت )12(. نتای
بــه بیماری هــای نورودژنراتیــو از قبیــل آلزایمــر و پارکینســون، 
ــر  ــی در تغیی ــل اساس ــک عام ــوان ی ــیداتیو را به عن ــترس اکس اس
ــی نشــان داده اســت )13(. مســیرهای ســیگنالی ســلول های عصب
دوسـاله،  گیاهـی   ،Silybum marianum دارویـی  گیـاه 
اغلـب  در  کـه  اسـت  ارغوانـی  صورتـی  گل هـای  بـا  کـرك  بـدون 
عصـاره  می رویـد.  شـمالی  نیمکـره  گرمسـیر  و  معتـدل  مناطـق 
کـه  بـوده  سـیلیمارین  درصـد   4 الـی   1 دارای  گیـاه  خشـک  دانـه 
دیانیـن،  سـیلی   ،Bو  A سـیلیبینین  ماننـد  فلاونوییدهایـی  شـامل 
سـیلیبینین  اسـت.  دی هیدروسـیلیبینین  و  سیلی کریسـتین 

عمده تریـن )80 - 70 درصـد( و فعال ترین ترکیب سـیلیمارین اسـت 
)14( کـه از دو ایزومـر A و B  بـه نسـبت 1:1 تشـکیل شـده اسـت 
)15(. سـیلیبینین دارای اثـرات فارماکولوژیکـی متعـددی از قبیـل 
آنتی تومـورال،  آنتی باکتریـال،  آنتی اکسـیدانی،  ضدالتهابـی،  اثـرات 
عصبـی  سیسـتم  بـر  حفاظتـی  اثـرات  و  هپاتوپروتکتیـو  آدیپوژنـز، 
مرکـزی اسـت )16، 17(. هم چنیـن فعالیـت آنتی لیپوپراکسـیداتیو 
بـا فعالیت هـای ضدآلرژیـک و آنتی اکسـیدانی از طریـق تخلیـه انـواع 
رادیکال هـای آزاد برای آن ذکر شـده اسـت )18(. براسـاس مطالعات 
گذشـته، سـیلیبینین احتمـالا از طریـق تنظیـم فاکتورهای اسـترس 
اکسـیداتیو، مهـار فعالیـت استیل کولین اسـتراز و تجمـع Aβ )19( یا 
NO/ ROS  و کاهش میـزان NGFو BDNF از طریـق افزایـش سـطح
از مـرگ نورون ها پیشـگیری نمـوده و در بهبود یادگیـری و حافظه در 

مـدل حیوانـی آلزایمـر مؤثـر اسـت )20(. 
طـی  در  تولیدشـده  آزاد  رادیکال هـای  پاکسـازی  بـا  سـیلیبینین 
متابولیسـم از آسـیب اکسـیداتیو جلوگیری می کنـد )21(. همچنین 
بـا مهار فعال سـازی NF-κB و جلوگیـری از تولیـد ROS مانع از پیری 

ناشـی از D– گالاکتـوز در مـوش می شـود )22(.

2. اهداف
 بــا توجــه بــه مطالــب فوق الذکــر در پژوهــش حاضــر، اثــر 
NO  غلظت هــای مختلــف ســیلیبینین بــر میــزان بقــا، تولیــد
و ROS در ســلول های OEC اســتخراج شــده از مخــاط بویایــی 
ــاهده  ــورت مش ــا در ص ــد ت ــی گردی ــی بررس ــوش صحرای ــوزاد م ن
در   OEC ســلول های  در  ســیلیبینین  آنتی اکســیداتیو  تاثیــرات 
ــه  ــلول های OEC در مطالع ــا س ــوام ب ــورت ت ــدی به ص ــات بع مطالع

بیماری هــای نورودژنراتیــو اســتفاده گــردد.

3. مواد و روش‌ها

3..1. کشت سلول‌های غلاف‌کننده بویایی 
در ایـن مطالعـه بـرای کشـت سـلول هایی بـا قـدرت تکثیـر بـالا از 
مخـاط بویایی نوزاد هشـت روزه مـوش صحرایی اسـتفاده گردید، زیرا 
بـا افزایش سـن حیوان با وجود ثابت ماندن تعداد سـلول ها، پتانسـیل 
تکثیـر آن هـا به میـزان قابـل توجهـی کاهـش می یابد. کشـت سـلول 
براسـاس مطالعـات قبل انجام شـد )23( کـه در اینجـا به طور خلاصه 
بـه آن اشـاره می شـود. حیوانـات توسـط مخلـوط کتامین/زایلزیـن 
)10/60 میلی گرم برکیلوگـرم( بیهـوش شـدند. فـک فوقانـی جهـت 
ورود به  حفره بینی برداشـته شـد. سـپتوم بینی جدا شـد. چندین بار 
بـا محلول تازه بافـر نمکـی )phosphate buffer saline )PBS با 
و بـدون آنتی بیوتیک 1 درصد شستشـو داده شـد. مخـاط بویایی یک 
سـوم خلفـی سـپتوم جـدا و بـه قطعـات کوچـک تبدیـل شـد. هضم 
آنزیمـی بـا تریپسـین 0/25 درصـد به مـدت 10 دقیقـه در انکوباتـور 
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 fetal انجـام شـد. فعالیـت آنزیـم با اضافـه کردن سـرم جنیـن گاوی
)bovine serum )FBS متوقـف و به مـدت 10 دقیقـه با دور 2000 
در دقیقـه سـانتریفوژ شـد. سـلول های به دسـت آمده در 4 میلی لیتـر 
 )DMEM( dulbecco’s modified eagle کشـت  محیـط  از 
 1 pen/strep( آنتی بیوتیـک و  درصـد   5  FBS حـاوی  medium
درصـد( و فاکتـور میتوژن فورسـکولین 5 میکرومـول سوسپانسـیون 
گردیـد و پـس از انتقـال بـه فلاسـک در انکوباتـور با دمـای 37 درجه 

سـانتی گراد و دی اکسـیدکربن 5 درصـد نگهداری شـد.

3..2. ایمونوسیتوشیمی 
)Immunocytochemistry(

به منظور تایید ماهیت سلول های کشت شده، از روش ایمونوسیتوشیمی 
برای مارکرهای P75NTR  و S-100 و همچنین رنگ آمیزی افتراقی هسته با 
استفاده از  )diamidino- 2-phenylindole )DAPI-6,′4 استفاده 
 Anti-p75 اولیه  آنتی بادی های  از  روش  این  انجام  جهت   .)23( شد 
 Mouse, Abcam,(  Anti-S100 و   )Rabbit, sigma, 1:200(
  Alexa flour 568 goat anti rabbit 1:200( و آنتی بادی های ثانویه
و Alexa flour 488 goat anti mouse )هر دو از شرکت sigma و 
با غلظت 1:1000( استفاده گردید. بدین منظور 2  10  × 5 سلول روی 
لامل با پوشش پلی-ال- لیزین به مدت 72 ساعت کشت شد. پس از 72 
ساعت، فیکس اولیه )2 دقیقه( و سپس فیکس ثانویه )10 دقیقه( با 
پارافرمالدئید 4 درصد در دمای اتاق انجام شد. جهت نفوذپذیر نمودن 
 X100-تریتون با  سلول ها  انکوباسیون  اولیه،  آنتی بادی  به  سلول ها 
غیراختصاصی،  اتصالات  کاهش  جهت  شد.  انجام  دقیقه   10 به مدت 
درصد   10  )Goat serum( بز  سرم  با  ساعت   1 به مدت  سلول ها 
انکوبه شدند. سپس، با آنتی بادی های اولیه )24 ساعت در دمای 8 - 2 
اتاق(  دمای  در  ساعت   1( ثانویه  آنتی بادی های  و  سانتی گراد(  درجه 
انکوبه شدند. رنگ آمیزی افتراقی هسته سلول ها با DAPI به میزان 1 
میکروگرم بر میلی لیتر به مدت 5 دقیقه انجام شد. سه بار شست وشوی 
نمونه ها با محلول فسفات بافر )M 0/1 و pH = 7/4( و سپس یک بار 
با آب دیونیزه )هر یک به مدت 10 دقیقه( انجام شد. ماونت نمونه ها، 
با استفاده از بافرگلیسرول انجام شد و توسط میکروسکوپ فلورسنت 
است  ذکر  به  لازم  شد.  انجام  بررسی   )Olympus AX70, Japan(
از  یک  هر  فواصل  در   ،X-100 تریتون با  سلول ها  مواجهه  از  بعد  که 
مراحل، سه بار شست وشو با محلول فسفات بافر به مدت 10 دقیقه انجام 
شد. همچنین کلیه مراحل مربوط به اضافه کردن آنتی بادی های ثانویه 

و بعد از آن در تاریکی انجام شد )23(.

3..3. بررسی اثر سیلیبینین بر توان حیاتی 
 )toxicity( و سـمیت )viability( جهـت تعییـن تـوان حیاتـی
تسـت  از   OEC سـلول هاي  در  سـیلیبینین  مختلـف  غلظت هـای 
سـلول   4  ×  10 تعـداد  4   منظـور  بدیـن   .)20( شـد  اسـتفاده   MTT

حاصـل از پاسـاژ دوم، بـه هـر یـک از چاهک هـای پلیـت 12 خانه ای 
اضافـه گردیـد. پـس از 24 سـاعت انکوباسـیون در دمـاي 37 درجـه 
سـانتی گراد و دی اکسـید کربن 5 درصـد، محیـط رویـی دور ریختـه 
شـد و غلظت هـاي )1، 5، 10، 25، 50، 75، 100 و 125 میکرومـول( 
سـیلیبینین بـا محیـط DMEM تهیـه و بـه چاهک هـای مـورد نظـر 
 DMEM حـاوی  چاهک هـاي  گردیـد.  اضافـه  غلظـت،  هـر  بـرای 
فاقـد سـیلیبینین به عنـوان کنتـرل منفـی در نظـر گرفتـه شـد. 48 
سـاعت بعـد، محیـط کشـت چاهک هـا تخلیـه شـد. 500 میکرولیتر 
 DMEM بـا غلظـت 5 میلی گـرم در 10 میلی لیتـر از MTT محلـول
جایگزیـن شـد و 45 دقیقـه در دمـاي 37 درجـه سـانتی گراد قـرار 
داده شـد. پـس از چهـار سـاعت، محتـواي چاهک هـا تخلیـه و به هر 
از DMSO( dimethyl sulfoxide( اضافـه  میلی لیتـر   1 چاهـک 
نمونه هـای  شـد.  داده  قـرار  شـیکر  روی  دقیقـه   20 به مـدت  و  شـد 
داخـل چاهک هـا بـه پلیت هـای 96 خانـه ای منتقـل شـد و جـذب 
 )ELX, Biotek, USA( نـوري نمونه هـا توسـط دسـتگاه الایزاریـدر
در طـول مـوج 570 نانومتـر خوانده شـد. براسـاس نتایج این تسـت، 
و  محافظتـی  اثـرات  دارای  کمتـر  و  میکرومـول   10 غلظت هـای 
غلظت هـا 25 میکرومـول و بالاتـر دارای اثـرات سـمی بودنـد، لـذا دو 
غلظـت از هـر یـک از غلظت هـای محافظتـی )1 و 5 میکرومـول( و 
سـمی )50 و 75 میکرومـول( جهـت ارزیابـی میـزان تولیـد ROS و 

گردیـد. انتخـاب  سـلول ها  در   NO

3..4. بررسی تاثیر سیلیبینین بر میزان تولید 
 Reactive Oxygen Species

میکرومول(   5 و   1( محافظتی  غلظت های  اثرات  بررسی  جهت 
در   ROS تولید میزان  بر  سیلیبینین  میکرومول(   75 و   50( سمی  و 
یک  هر  به  ابتدا   .)20( گردید  استفاده  فلوریمتری  روش  از  سلول ها 
برای  گردید.  اضافه  سلول  خانه ای  4 10×4   6 پلیت  چاهک های  از 
سپس  شد.  گرفته  نظر  در  زمان  ساعت   48  -  72 سلول ها  چسبیدن 
مختلف  غلظت های  با  و  شد  تخلیه  پلیت ها  چاهک های  کشت  محیط 
حاوی  چاهک هاي  شد.  تیمار   DMEM محیط  در  سیلیبینین 
شد.  گرفته  نظر  در  منفی  کنترل  گروه  به عنوان  تنهایی  به   DMEM
میلی لیتر   1 شد.  تخلیه  چاهک ها  کشت  محیط  ساعت،   48 از  پس 
در  دقیقه   45 و  شد  اضافه  نانومولار   10  )DCF( دی کلروفلورسئین از 
دماي 37 درجه سانتی گراد انکوبه شد. سپس نمونه ها جهت سنجش 
با دستگاه فلوریمتر )FLX800, Biotek, USA( به پلیت 96 خانه ای 
منتقل گردید و خوانش نمونه ها در طول موج 520 نانومتر انجام شد. 

3..5. بررسی تاثیر سیلیبینین بر میزان تولید 
 Nitric Oxide

جهـت بررسـی اثـرات غلظت هـای محافظتـی )1 و 5 میکرومـول( 
و سـمی )50 و 75 میکرومـول( سـیلیبینین بـر میـزان تولید NO در 
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سـلول ها از متـد گریـس اسـتفاده گردیـد )20(. ابتدا 4 10×4 سـلول 
در هـر یـک از چاهک هـای پلیت 6 خانـه ای اضافه شـد و به مدت 48-
72 سـاعت در انکوباتـور نگهداری گردید. پس از چسـبیدن سـلول ها، 
بـه هـر یـک از پلیت هـا پـس از تخلیـه محیط کشـت شـان، یکـی از 
غلظت هـاي آمـاده شـده بـا DMEM اضافه شـد و چاهک هـاي حاوی 
DMEM به تنهایـی به عنـوان گـروه کنتـرل منفی در نظر گرفته شـد. 
پـس از 48 سـاعت از کیـت گریـس جهـت خوانـش نمونه ها اسـتفاده 
شـد. بدیـن منظـور در ابتـدا 50 میکرولیتـر از هـر یـک از نمونه هـا بـه 
چاهک های 96 خانه ای منتقل شـد، سـپس 50 میکرولیتر از محلول های 
  n-)1-naphthyl( ethylenediamine )NED( سـولفانیل آمید و
بـه چاهک هـا اضافـه شـد و پـس از 10 دقیقـه انکوباسـیون در دمـای 
محیـط، بـا دسـتگاه پلیـت خـوان ELISA و اعمـال منحنی اسـتاندارد 
)100، 50، 25، 12/5، 6/25، 3/13، 1/56 میکرومـول بـرای نیتـرات 

سـدیم( میـزان کل NO در هـر نمونـه اندازه گیری شـد. 

3..6. آنالیز آماری
آنالیـز آمـاری داده هـا با اسـتفاده از نرم افـزار SPSS  نسـخه 2020 
انجـام گردیـد. تفـاوت معنـی دار بیـن گروه هـا زمانـی عنـوان گردید 
کـه P  < 0/05 بـود. مقایسـه بیـن گروه هـا و گروه هـای کنتـرل بـا 
روش one-way ANOVA  بـا سـطح معنی دار P < 0/05 انجام شـد. 
 mean ± SD تمـام آزمایشـات سـه بار تکرار گردیـد و نتایـج به صـورت

شـد.  گزارش 

3..7. ملاحظات اخلاقی
ــگاهی  ــات آزمایش ــا حیوان ــول کار ب ــاس اص ــه براس ــن مطالع ای
ــد  ــا ک ــلام و ب ــکی ای ــوم پزش ــگاه عل ــلاق دانش ــه اخ ــوب کمیت مص

شــد. انجــام   )IR.MEDILAM.REC.1395.67( اخــلاق 

4. نتایج
4..1. کشت سلول

 همانطــور کــه در تصویــر 1 مشــاهده می شــود، ســلول های 
ــاعت  ــس از 72 - 48 س ــی، پ ــاط بویای ــده از مخ ــتخراج ش OEC اس
ــه کــف فلاســک، دو فنوتیــپ شــبه شــوان  از کشــت و چســبیدن ب
)دوکــی شــکل( و شــبه آستروســیت )ظاهــر پهــن و زوائــد متعــدد( 

ــر 1(. ــد )تصوی را نشــان دادن

 cells ensheathting olfactory تصویر 1. تصویر سلول‌های
)OEC( کشت‌شده توسط میکروسکوپ فاز کنتراست. در تصویر 
دو فنوتیپ متفاوت: شبه‌آستروسیت با ظاهر پهن و زوائد متعدد 
)علامت ستاره( و شبه‌شوان دوکی شکل )علامت فلش( مشاهده 

می‌شود.

4..2. ایمونوسیتوشیمی
مارکرهـای بـرای  شـده  انجـام  ایمونوفلورسـنت  رنگ آمیـزی  در 
 P75NTR , S-100 به طـور همزمـان، سـلول هایی کـه به صـورت تـوام 
 )P75NTR+/S-100+ ( مثبـت S-100 و P75NTR بـرای هـر دو مارکـر
بودنـد به عنـوان OEC در نظـر گرفتـه شـدند. در ایـن رنگ آمیـزی، 
سـلول های+P75NTR بـه رنـگ قرمـز و سـلول های +S-100 بـه رنـگ 
سـبز مشـاهده شـدند. براسـاس نتایـج، میـزان خلـوص سـلول های 
کشت شـده در ایـن مطالعه حـدود 0/7 ± 89 درصد بـود )تصویر 2(.

 S-100 و p75NTR به طور همزمان برای دو مارکر olfactory ensheathting cells )OEC( تصویر 2. رنگ آمیزی ایمونوفلورسنت سلول های
و رنگ آمیزی افتراقی هسته با .DAPI سلول های p75NTR مثبت )+p75NTR( به رنگ قرمز و سلول های S-100 مثبت )+S100( به رنگ سبز 

هستند.
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4..3. تاثیر سیلیبینین بر توان حیاتی 
نتایــج تســت MTT، نشــان داد کــه با افزایــش غلظت ســیلیبینین، 
بقــای ســلول های OEC به صــورت وابســته بــه دوز و به صــورت 
 .)P  =  0/0009 و   P  =  0/048( می یابــد  کاهــش  معنــی داری 
همانطــور کــه در تصویــر 3 مشــاهده می شــود، تفــاوت معنــی داری 
ــا غلظت هــای کــم  میــان میــزان بقــا ســلول های OEC تیمارشــده ب

ــای  ــا غلظت ه ــده ب ــلول های تیمارش ــول( و س )1، 5 و 10 میکروم
بــالای )50،25، 75، 100 و 125 میکرومــول( ســیلیبینین مشــاهده 
آن  از  کمتــر  و  میکرومــول   10 غلظت هــای  بنابرایــن  می شــود، 
ــول و  ــای 25 میکروم ــی و غلظت ه ــای محافظت ــوان غلظت ه به عن
ــه  ــر گرفت ــیلیبینین در نظ ــمی س ــای س ــوان غلظت ه ــر به عن بالات

ــر 3(.  شــدند )تصوی

تصویر 3. تعیین میزان سمیت غلظت های مختلف سیلیبینین )1، 5، 10، 25، 50، 75، 100 و 125 میکرومول( بر بقای سلول هاي OEC؛ * 
.)P = 0/0009( اختلاف معنی دار با گروه کنترل ** ،P = 0/048 اختلاف معنی دار با گروه کنترل

ســلول ها،  در   NO و   ROS میــزان  اندازه گیــری  جهــت  لــذا 
به عنــوان  میکرومــول(   5 و   1( کــم  غلظت هــای  از  غلظــت  دو 
ــالا )50 و 75  ــای ب ــت از غلظت ه ــی و دو غلظ ــای محافظت غلظت ه

میکرومــول( به عنــوان غلظت هــای ســمی انتخــاب شــدند.

 Reactive 4..4. تاثیر سیلیبینین بر میزان تولید
Oxygen Species

همانطــور کــه تصویــر 4 نشــان می دهــد طــی انکوباســیون 

ــول(  ــی )1 و 5 میکروم ــای محافظت ــا غلظت ه ــلول های OEC ب س
نســبت بــه غلظت هــای ســمی )50 و 75 میکرومــول( ســیلیبینین، 
از  پــس  ســاعت   48 طــی  ســلول ها  در  کمتــری   ROS میــزان
ــی  ــای محافظت ــر غلظت ه ــارت دیگ کشــت تولیدشــده اســت. به عب
ســیلیبینین مانــع از افزایــش تولیــد و غلظت هــای ســمی به صــورت 
وابســته بــه دوز ســبب افزایــش معنــی دار تولیــد ROS در ســلول های 

OEC می گردنــد )P = 0/033 و P = 0/0008( )تصویــر 4(.

 OEC در سلول های  ROS تصویر 4. تاثیر غلظت های محافظتی )1 و 5 میکرومول( و سمی )50 و 75 میکرومول( سیلیبینین بر میزان تولید
.)P = 0/0008( اختلاف معنی دار با گروه کنترل** ،)P = 0/033( طی 48 ساعت پس از کشت؛ *اختلاف معنی دار با گروه کنترل
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 Nitric 4..5. تاثیر سیلیبینین بر میزان تولید
Oxide

ــوارد انکوباســیون  ــد در م ــر 5 نشــان می ده ــه تصوی همانطــور ک
ــول(   ــی )1 و 5 میکروم ــای محافظت ــا غلظت ه ــلول های OEC ب س
ســیلیبینین نســبت بــه غلظت هــای ســمی )50 و 75 میکرومــول(، 

ــت  ــس از کش ــاعت پ ــی 48 س ــلول ها ط ــد NO در س ــزان تولی می
کمتــر اســت. به عبــارت دیگــر غلظت هــای محافظتــی ســیلیبینین 
به صــورت  ســمی  غلظت هــای  و   NO تولیــد افزایــش  از  مانــع 
وابســته بــه دوز ســبب افزایــش معنــی دار تولیــد NO در ســلول های 

OEC می گردنــد )P = 0/025 و P = 0/0006( )تصویــر 5(.

 OEC در سلول های NO تصویر 5.  تاثیر غلظت های محافظتی )1 و 5 میکرومول( و سمی )50 و 75 میکرومول( سیلیبینین بر میزان تولید
.)P = 0/0006( اختلاف معنی دار با گروه کنترل ** ،)P = 0/025( طی48 ساعت پس از کشت؛ * اختلاف معنی دار با گروه کنترل

5. بحث
نتایــج آزمــون MTT مطالعــه حاضــر نشــان داد کــه تیمــار 
نمــودن ســلول های OEC بــا غلظت هــای 1، 5 و 10 میکرومــول 
ــه  ــد، درحالی ک ــای ســلول ها می گردن ســیلیبینین ســبب حفــظ بق
میکرومــول(   125 و   100  ،75  ،50  ،25( آن  بالاتــر  غلظت هــای 
توکســیک بــوده و به صــورت وابســته بــه دوز باعــث مهــار زنده مانــی 
به عنــوان  کــم  غلظت هــای  لــذا  OEC می شــوند،  ســلول های 
بالاتــر  و  میکرومــول   25 غلظت هــای  و  محافظتــی  غلظت هــای 
به عنــوان غلظت هــای ســمی در نظــر گرفتــه شــدند. Wang و 
ــا را در  ــای نورون ه ــیلیبینین بق ــه س ــد ک ــان دادن ــش نش همکاران
برابــر پراکســیدهیدروژن افزایــش می دهــد، همچنیــن آســیب 
ــلول های  ــک را در س ــلولی اتوفاژی ــرگ س ــکمی و م هیپوکسی/ایس
ــن  ــد )24(. ای ــش می ده ــکمی-رپرفیوژن کاه ــد از ایس ــی بع عصب
ــا  ــه م ــی مطالع ــای محافظت ــج غلظت ه ــا نتای ــتا ب ــج هم راس نتای
اســت. درحالی کــه نتایــج مطالعــه علــی حســینی و همکارانــش در 
بررســی تاثیــر ســیلیبینین بــر میــزان بقــای ســلول های هیپوکامــپ 
ــش  ــا Aβ 1-40، افزای ــا شــده ب ــی آلزایمــری الق ــای صحرای ــوش ه م
بقــای وابســته بــه دوز ســلول های هیپوکامــپ در مواجهــه بــا 
ســیلیبینین )50، 100 و 200 میلی گرم برکیلوگــرم( را نشــان داد 
ــی از  ــت آمده ناش ــج به دس ــاوت در نتای ــد تف ــر می رس )20( .به نظ
 )in vitro( ــی ــه برون تن ــل مطالع ــه از قبی ــوع مطالع ــاوت در ن تف

ــه  ــورد مطالع ــلول های م ــوع س ــی )in vivo(، ن ــل درون تن در مقاب
ســن  و  هیپوکامــپ(  ســلول های  مقابــل  در   OEC )ســلول های 

ــد. ــده باش ــات استفاده ش حیوان
 نتایــج تســت فلوریمتــری مطالعــه مــا نشــان داد کــه غلظت هــای 
محافظتــی ســیلیبینین )1 و 5 میکرومــول( مانــع از افزایــش تولیــد 
افزایــش  بــا  و  می شــود  کشت شــده   OEC ســلول های در   ROS
غلظــت ســیلیبینین، میــزان تولیــد ایــن فاکتــور در ســلول ها 
افزایــش می یابــد. در حالیکــه مطالعــه علــی حســینی و همکارانــش 
کاهــش وابســته بــه دوز میــزان تولیــد ROS را در موش هــای 
و   100  ،50( ســیلیبینین  دریافت کننــده  آلزایمــری  صحرایــی 
ــه  ــور ک ــد )20(. همانط ــزارش کردن ــرم( گ 200 میلی گرم برکیلوگ
پیش تــر اشــاره شــد احتمــالا تفــاوت در نتایــج گزارش شــده ناشــی 
از تفــاوت در نــوع مطالعــات )برون تنــی در مقابــل درون تنــی(، نــوع 
ســلول ها )ســلول های OEC در مقابــل ســلول های هیپوکامــپ(، 

ــت. ــات اس ــن مطالع ــده در ای ــات استفاده ش ــن حیوان ــی س حت
Muthu و همکارانــش هنــگام اســتفاده از ســیلیبینین بــرای 
جلوگیــری از دیس لیپیدمــی و نوروتوکســیتی ناشــی از اســترس 
اکســیداتیو ناشــی از آرســنیک، اعــلام کردنــد کــه ســیلیبینین 
ناشــی از اســترس  روی ســمیت عصبــی  محافظتــی  اثــر  دارای 
اکســیداتیو اســت. آن هــا اظهــار کردنــد کــه ســیلیبینین با پاکســازی 
رادیکال های آزاد تولیدشــده در طی متابولیســم، از آســیب اکســیداتیو 
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جلوگیــری می کنــد )21(. براســاس نتایــج ایــن پژوهشــگران، تجویــز 
خوراکــی ســیلیبینین )75 میلی گرم برکیلوگــرم( روزانــه یک بــار 
به مــدت 4 هفتــه تــوام بــا آرســنیک )5 میلی گرم برکیلوگــرم( از 
تغییــرات و کاهــش ایجادشــده توســط آرســنیک در سیســتم دفاعــی 
کاتــالاز   ،)SOD( سوپراکسیددیســموتاز  شــامل  آنتی اکســیدانی 
ترنســفراز   -s- گلوتاتیــون   ،)GPX( گلوتاتیون پراکســیداز   ،)CAT(
ــز 6-فســفات دی هیدروژناز  ــاز )GR(، گلوک ــون ردوکت )GST(، گلوتاتی
ــن  ــولفیدریل )TSH( و ویتامی ــون )GSH(، توتال س )G6PD(، گلوتاتی
C در مناطــق کورتکــس، اســتریاتوم، مخچــه، هیپوکامــپ و ســاقه مغز 
مــوش صحرایــی جلوگیــری می کنــد. در مطالعــه آن هــا میــزان تولیــد 
ROS در مناطــق مختلــف مغــز مــوش صحرایــی نیــز بررســی شــد و 
ــور  ــع ROS را به ط ــیلیبینین تجم ــرف س ــه مص ــان داد ک ــج نش نتای
معنــی داری کاهــش می دهــد. Wang و همکارانــش هــم نشــان 
 )NF-κB( Nuclear ــازی ــار فعال س ــا مه ــیلیبینین ب ــه س ــد ک دادن
factor kappa-B و جلوگیــری از تولیــد ROS از پیــری ناشــی از 

ــد )22(. ــت می  کن ــوش ممانع ــوز در م D-گالاکت
ــیلیبینین از  ــه س ــد ک ــز نشــان دادن ــش نی Galhardi و همکاران
طریــق کاهــش تولیــد ROS و پراکسیداســیون لیپیدی در مغــز مانــع 
ــج  ــاس نتای ــود )25(. براس ــک می ش ــو پاتوژنی ــای دژنراتی فرآینده
دیگــر مطالعــات، ســیلیبینین در دوز 100 میلی گرم برکیلوگــرم 
باعــث کاهــش واکنــش پراکسیداســیون لیپیدی ناشــی از اســترس 
ــت  ــا افزایــش فعالی ــون پراکســیداز ب اکســیداتیو و افزایــش گلوتاتی

سوپراکسیددیســموتاز می شــود )26(.
ــا  ــان بـ ــه درمـ ــد کـ ــان دادنـ ــز نشـ ــش نیـ Song و همکارانـ
ســـیلیبینین باعـــث افزایـــش قابـــل توجـــه ســـطح گلوتاتیـــون و 
ــپ  ــطح MDA( Malondialdehyde( در هیپوکامـ ــش سـ کاهـ
می شـــود.   Aβ25-35 دریافت کننـــده  صحرایـــی  موش هـــای 
ــناختی  ــلالات شـ ــیلیبینین اختـ ــه سـ ــد کـ ــلام کردنـ ــا اعـ آن هـ
طریـــق  از  را  صحرایـــی  موش هـــای  از Aβ25-35 در  ناشـــی 
مهـــار اســـترس اکســـیداتیو، پاســـخ التهابـــی و تنظیـــم ســـطح 
ــک  ــوان یـ ــد و به  عنـ ــود می بخشـ ــپ بهبـ ــاژی در هیپوکامـ اتوفـ
آنتی اکســـیدان بـــه پیشـــگیری و درمـــان آلزایمـــر کمـــک 
ــی  ــای محافظتـ ــز غلظت هـ ــا نیـ ــه  مـ ــد )27(. در مطالعـ می کنـ
 ROS ســـیلیبینین پـــس از 48 ســـاعت مانـــع از افزایـــش میـــزان

تولیدشـــده در ســـلول های OEC شـــد.
نتایــج تســت گریــس در مطالعــه مــا نشــان داد کــه غلظت هــای 
محافظتــی ســیلیبینین مانــع از افزایــش میــزان تولیــد NO در 
افزایــش غلظــت ســیلیبینین  بــا  و  می شــود   OEC ســلول های
ــه دوز در ســلول ها افزایــش  میــزان تولیــد NO به صــورت وابســته ب
ــای  ــا یافته ه ــق ب ــش مواف ــه Lu  و همکاران ــج مطالع ــد. نتای می یاب
ــی  ــان ط ــن محقق ــت. ای ــا اس ــه م ــی مطالع ــای محافظت غلظت ه
ــود اختــلال حافظــه، پاســخ های  ــرای بهب اســتفاده از ســیلیبینین ب
 Aβ25–35 تزریــق  از  ناشــی  اکســیداتیو  اســترس  و  التهابــی 

 mRNA حــد از  بیــش  بیــان  ســیلیبینین  کــه  دادنــد  نشــان 
ــپ  ــق Aβ25–35  در هیپوکام ــی از تزری ــنتاز ناش نیتریک اکسیدس

و آمیگــدال را مهــار می کنــد )28(. 
ــد کــه ســیلیبینین موجــب کاهــش  Jung و همکارانــش بیــان کردن
 1-methyl-4-phenylpyridinium )MPP+( ســمیت عصبی ناشــی از
درمــان  کــه  داد  نشــان  آن هــا  مطالعــه  نتایــج  ion می شــود. 
التهابــی   مولکول هــای  ســطح  کاهــش  بــا ســیلیبینین ســبب 
و   Interlukin-1β  )IL-1β(  ،Tumor necrosis factor α (TNFα)
 ،MPP+ از ناشــی  یافتــه  افزایــش   )NOS( نیتریک اکسیدســنتاز
و  حســینی  علــی  مطالعــه  در  درحالی کــه   .)29( می شــود 
در   NO تولیــد  میــزان  دوز  بــه  وابســته  کاهــش  همکارانــش، 
موش هــای صحرایــی آلزایمــری القاشــده بــا Aβ 1-40 به دنبــال 
درمــان بــا غلظت هــای )50، 100 و 200 میلی گرم برکیلوگــرم( 
ــد  ــاره ش ــلا اش ــه قب ــور ک ــد )20(. همانط ــزارش ش ــیلیبینین گ س
ــوع و  ــود در ن ــای موج ــی از تفاوت ه ــد ناش ــج می توان ــاوت نتای تف

ــد.  ــات باش ــت مطالع ماهی

5..1. نتیجه‌‎گیری
ــای  ــت غلظت ه ــر مثب ــان دهنده تاثی ــر نش ــه حاض ــج مطالع  نتای
محافظتــی ســیلیبینین بــر حفــظ بقــا و ممانعــت از افزایش اســترس 
می رســد  به نظــر  لــذا  اســت،   OEC ســلول های در  اکســیداتیو 
ــان  ــور در درم ــلول های مذک ــا س ــوام ب ــیلیبینین را ت ــوان س ــه بت ک

ــود. ــتفاده نم ــو اس ــای نورودژنراتی بیماری ه

5..2. محدودیت‌های پژوهش
ــواد از  ــت م ــد دریاف ــودن رون ــواد و طولانی ب ــه م ــود بودج کمب

محدودیت هــای ایــن مطالعــه بودنــد.

تشکر و قدردانی
ایــن پــروژه در مرکــز تحقیقــات گیاهــان دارویــی دانشــگاه علــوم 
ــه از  ــندگان مقال ــذا نویس ــت، ل ــده اس ــام ش ــلام، انج ــکی ای پزش
همــکاران ایــن مرکــز بــه پــاس همــکاری و همراهــی دلسوزانه شــان 
ــه  ــگاه ب ــاوری دانش ــات و فن ــت تحقیق ــد. از معاون ــی می کنن قدردان
پــاس حمایــت مالــی از پــروژه )کــد 951021/108( قدردانــی 

می گــردد.

مشارکت نویسندگان:
م. الــف.: ایــده و طراحــی پــروژه )مفهوم ســازی و روش شناســی(، 
مدیریــت پــروژه )همــکاری و نظــارت بــر اجــرای پــروژه( و نــگارش 
ــل  ــه و تحلی ــروژه، تجزی ــرای پ ــکاری در اج ــف.: هم ــه؛ ن. ال مقال
ــا.  ــروژه و جمــع آوری داده ه ــا؛ س. ر.: همــکاری در اجــرای پ داده ه
همــه نویســندگان نســخه نهایــی مقالــه را خوانــده و تأییــد کرده انــد.
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تعارض منافع
ــلام  ــود را اع ــع خ ــارض مناف ــدم تع ــه ع ــن مقال ــندگان ای  نویس

می دارنــد.

بازیابی داده‌ها:
مجموعــه داده ارائــه شــده در مطالعــه بــا درخواســت از نویســنده 

مربوطــه در حیــن ارســال یــا پــس از انتشــار در دســترس اســت.

کد اخلاق:
ایــن مطالعــه بــر اســاس راهنمــای اصــول کار بــا حیوانــات 
ــوم پزشــکی  ــه اخــلاق دانشــگاه عل آزمایشــگاهی مصــوب در کمیت
ــام  ــلاق)IR.MEDILAM.REC.1395.67(  انج ــد اخ ــا ک ــلام و ب ای

شــد.

حمایت مالی و معنوی:
ایــن مطالعــه بــا حمایــت مالــی معاونــت پژوهشــی دانشــگاه علــوم 

پزشــکی ایــلام بــه شــماره 951021/108 انجــام شــده اســت.
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Abstract
Background: Today, cell therapy is one of the most important therapeutic strategies in the nervous system. Meanwhile, the 

transplantation of olfactory ensheathing cells (OECs) has attracted the attention of researchers due to their easy access. Silibinin, 
the active substance of Silybum marianum, has various properties, including antioxidant properties.
Objectives: In this study, the antioxidant effects of silibinin on oxidative stress in OEC cells were investigated.
Methods: Olfactory ensheathing cells were extracted from the olfactory mucosa of rat pups and cultured. After determination of 

the nature of the cells through immunocytochemistry for p75NTR and S100- markers, different concentrations of 1, 5, 10, 25, 50, 75, 
100, and 125 µM of silibinin were prepared and added to the cultured cells. The protective and toxic concentrations of silibinin were 
determined by the MTT (Dimethyl thiazyl -5 ,2diphenyltetrazolium bromide) test. Protective (5 and 1 µM) and toxic (50 and 75 µM) 
concentrations were added to the cultured cells, and the amount of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production 
was evaluated by Griess and fluorometry methods, respectively.
Results: The results of immunocytochemistry confirmed that the cultured cells are OECs. MTT results confirmed the cell survival 

property of low concentrations of silibinin. Protective concentrations of silibinin prevented the increase in NO and ROS production 
in OECs.
Conclusion: The results of this study confirmed the antioxidant properties of low concentrations of silibinin in OECs. 
Keywords: Silibinin, Silybum marianum, Olfactory Ensheathing Cells, Cell Survival, Oxidative Stress
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