
 1397 پاییز، 3، شماره 13، دوره نش و تندرستی در علوم پایه پزشکیمجله دا

 نی شاهروددانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درما

1 

DOI:  10.22100/jkh.v13i3.1925   

 

 مقاله پژوهشي

 

در سلول ERK ریو اختلال مس OHDA-6واسطه شده به جادیا یاز مرگ سلول نیکورکوم

 کندیم یریجلوگ یانسان ینوروبلاستوما یها

 1مجیدرضا فرخی، 3فرداوج میمر، 2و1*یموسو میمر
 .ایران -شیراز -رازیش یدانشگاه علوم پزشک -اعصاب علوم قاتیمرکز تحق -اریاستاد -1
 .ایران -شیراز -رازیش یدانشگاه علوم پزشک -یو پزشک یدر علوم زیست یفناور نانو قاتیمرکز تحق -اریاستاد -2
 .ایران -شیراز -رازیش یدانشگاه علوم پزشک -محمد رسول الله یبرج پژوهش -هیعلوم پا یمرکز شگاهیآزما -کارشناس -3

 30/3/1397، تاریخ پذیرش: 11/2/1397اریخ دریافت: ت

 چکیده
 نسونیکپار یماریب یو سلول یوانیح یهادر مدل یزرد رنگ مشتق شده از زردچوبه، اثرات محافظت یفنول ییایمیش یعیماده طب کی ن،یکورکوم: مقدمه

شود انجام یم MAPK نگیگنالیو س یانسان ینوروبلاستوما یهاسلولدر  OHDA-6 مانع از اثر نیکورکوم ایآ نکهیا یدارد. مطالعه حاضر با هدف بررس
 .شد

بقاء  ی( بر روکرومولاریم 5/2و  2) نیدرمان شدند. اثر کورکوممیکرومترOHDA  (50  )-6ساعت با 24به مدت  SH-SY5Y یهاسلول: هاروش و مواد
 قرار گرفت. یبررسمورد  ( )آزمون وسترل بلات(p38و  ERK ،JNK) ها MAPK( و MTTی )سلول

در برابر مرگ  یتواند تا حدودیم نیدهد که کورکومینشان م جیشد. نتا p-ERKو کاهش  یاز بقاء نورون یاباعث کاهش قابل ملاحظه OHDA-6: نتایج
 کند. یریجلوگ p-ERKو کاهش  OHDA-6 از یناش یسلول

های نوروبلاستوما انسان مربوط در سلول OHDA-6ه اثر محافظتی کورکومین در برابر ب ERKکنند که بازگرداندن ها پیشنهاد میاین یافته :گیرینتیجه
 است.
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 مقدمه
باشد که یم عیشا یاختلال عصب نیدوم  (PD)نسونیپارک یماریب

 بالای افراد از درصد 4شصت سال و  یبالا تجمعی از درصد 1حدود 
ساز شی(. در حال حاضر، پ1دهد )یقرار م ریثأهشتاد سال را تحت ت

درمان  L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) نیدوپام
وجود، پس از گذشت زمان  نیباشد. با ایم نسونیپارک یماریب یبرا هیاول

و  L-dopaاز  یناش ینزیسکیمانند د یعوارض حرکت مارانیدر اکثر ب
 (. 2شود )یم دهید ینوسانات حرکت

با سابقه زرد رنگ یکار هیموجود در زردچوبه، ادو یماده نیورکومک
(. که 3باشد )یم یپزشک ایجهت استفاده در پخت و پز و  یطولان یا

ی(، اثرات آنت4) یلتهابمانند خواص ضد ا ییاثرات گسترده دارو یدارا
بر سرطان  ی( و اثرات مهار6) یضد پروتئاز تی(، فعال5) یقو دانیاکس

از نورونها را  یکنندگمطالعات اثرات محافظت یبرخ راً،یباشد. اخی( م7)
-6(. در مدل 8اند )نشان داده PD یتجرب یهادر مدل نیتوسط کورکوم

OHDA نیمان با کورکومتحت در یهاموش نسون،یپارک یماریاز ب 
را نشان  (striataدر جسم مخطط ) نیو سطح دوپام اهیمحافظت جسم س

 ییتوانا نی(. وانگ و همکاران گزارش کردند که کورکوم9دادند )
 و زنده نگه داشتن سلول را در یتوکندریغشاء م لیبازگرداندن پتانس

. (10را دارد ) OHDA-6با  دهید بیآس یموشها نیجن یادیبن یهاسلول
 نیکورکوم قیوهمکاران نشان دادند پس از تزر Rajeswari ن،یهمچن

-methyl-4-phenyl-1, 2,3,6-1)که به آنها  ییدر موشها

tetrahydropyridine) MPTP و  نیشده است، سطح دوپام قیتزر
(3,4-Dihydroxyphenylacetic acid) DOPAC درstriata شیافزا 

از مرگ  یریدر جلوگ نیورکومک ن،ی(. همچن11داشته است ) یداریمعن
ثر نشان داده شده است ؤم( 13 و 12) SH-SY5Y یهادر سلول یسلول

 لیدخ یها در آپوپتوز و مرگ سلول MAPKنگیگنالی(. از آنجا که س14)
 تیبر سم نیکورکوم یاثر محافظت یمطالعه با هدف بررس نیاست، ا

  انجام گرفت. MAPK نگیگنالیبر س OHDA-6از  یناش

 هاروشو  وادم
شد. مواد  یداریخر رانیپاستور ا تویاز انست SH-SY5Y یهالولس

 یو پن (FBS) یگاو نی، سرم جنDMEM / F12 شامل یکشت سلول
شدند.  یداریخر Gibco life technologies از نیسیاسترپتوما-نیلیس

وسترن  یهایبادیبودند. آنت گمایاز شرکت س OHDA-6و  نیکورکوم
 تیشده است. ک یداریخر Cell Signaling Technology بلات از
و  GE health care ( ازRPN2235)Amersham ECL گرواکنش

مواد از منابع معمول  ریشد. سا یداریخر Millipore از PVDF یغشا
 .شد یداریخر یتجار

 DMEM / F12 کشت طیدر مح یانسان SH-SY5Y یهاسلول

و  نیلیس یپن U/ml 100 ،یگاو نجنی سرم درصد 10همراه با  (1 :1)
100 μg / ml شیآزما یکردند. برایرشد م نیسیاسترپتوما MTT از ،

 یاخانه 6 یهاتیمطالعات وسترن بلات از پل یو برا یاخانه 96 تیپل
درصد  95گراد در رطوبت یدرجه سانت37 یها در دمااستفاده شد. سلول

 یهاد سلولانانکوبه شدند. از آنجا که گزارش کرده 2CO درصد 5و 
باشند که یم AKT ریدر مس یراتییتغ یدارا SH-SY5Y افتهی زیتما

-SH یها( سلول15شود )یم OHDA-6به  شتریمنجر به مقاومت ب

SY5Y  یظت عصبمحاف ایو  یتیسیمطالعه نوروتوکس یبرا افتهین زیتما 
 نی(. بنابرا16تر است )مناسب  PDیدر مدل تجرب یقاتیتحق یدر کارها

 .استفاده شد افتهین زیتما SH-SY5Y یهااز سلول قیتحق نیدر ا
و کورکومین بر اساس مطالعات آزمایشی  OHDA-6یهادارو غلظت

-6  یبرا کرومولاریم 50اساس دوز  نیاولیه انتخاب شده است. بر ا
OHDA-6  مطالعه  نیدر ا نیکورکوم یبرا کرومولاریم 5/2و 2و دوز

به غلظت مورد  یابیدست یبرا OHDA-6انتخاب شد. قبل از استفاده از 
کشت  طیکرده و به مح قرقی درصد 1/0 کیکورباس دیآن را در اس ازین

 (DMSO) دیسولفوکسا لیمت یدر د نیاضافه شد. کورکوم یتازه سلول

 1/0از  کشت، طیدر مح DMSO ییکه غلظت نها یاحل شد به گونه
 .کردنمی تجاوز درصد

 104×  1 یهاانه با تراکم سلولخ 96 تیکشت شده درپل یهاسلول
بدون  ایقرار گرفته که با  OHDA-6سلول در هر خانه، در معرض 

 طیو چهار ساعت پس از درمان، مح ستیدرمان شدند. ب نیکورکوم
و  افتی رییتغ MTT تریلیلیگرم/میلیم 5/0 یحاو طیمح کیکشت با 
 یبه آرام ییکشت رو طی. سپس محشدندساعت انکوبه  4به مدت 

حل شد.  DMSO تریکرولیم 100برداشته شد و رسوبات در هر چاه در 
نانومتر با استفاده از دستگاه  570در طول موج  یجذب نور زانیم
 .شد یریگاندازه (Synergy HT, Biotek) دریر تیکروپلیم

شد.  یها بررسسلول یمورفولوژ راتییساعت پس از درمان تغ 24
 سهیمقا گریمختلف با همد یهاروهگ یاشکال، حجم و تعداد سلول ها

 .شد
خانه  6 یدارا یهاتیدر پل cm2/  سلول 610تراکم  زانیها با مسلول

سرد شستشو داده  PBS ها باساعت بعد از درمان، سلول 24قرار گرفتند. 
دست آمده به عیبرداشته شد. ما PBS در یو با استفاده از اسکراپر سلول

 زکنندهیدر بافر ل تیشد. پل فوژیسانتر قهیدق 5به مدت  rpm1000  زبا دو

RIPA  پروتئاز و فسفاتاز یحاو inhibitor cocktail آورده شد. سلول
شدند.  ینگهدار خیدر  قهیدق 30ها همگن شدند و سپس به مدت 

گراد با دور درجه سانتی 4 یدر دما قهیدق 30شده به مدت  زیلا یسلولها
13000 rpm  یآن حذف شود. محتوا یهایسانتریفوژ شد تا آلودگ 
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شد و با توجه به  یابیارز Lowry ها با استفاده از روشونهنم ینیپروتئ
در هر خانه  کروگرمیم 40) نیپروتئ یمساو ریها با مقادآن، نمونه جینتا
 غشاء به و شده جدا درصد 10 دیآم لیآکر ی( با ژل الکتروفورز پلتیپل

PVDF  (منتقدیفلورا نیدیلینیو یپل )5در  یریگل شدند. پس از بلوک 
گراد در یدرجه سانت 4یشب در دما کیمدت  به، غشاها BSA درصد

 یساعت در دما 2قرار گرفتند. غشاء به مدت  هیاول یهایبادیمعرض آنت
 horseradish peroxidase-conjugated یبادیاتاق با آنت

antirabbit یانتخاب تیها توسط کانکوبه شد. سپس بلوکECL 

(Enhanced Chemiluminescence)  لمیف تیهاشدند. در ن یبررس
محاسبه  Image-J افزاراسکن شد و تراکم باندها با نرم یوگرافیراد یها

 .شد
ها مرتبه تکرار شدند. داده 3وسترن بلات  زیو آنال MTT شاتیآزما

 post hocعنوان آزمونبه Tukeyبه دنبال  طرفهکی انسیتوسط وار
 قرار گرفتند. لیو تحل هیمورد تجز

 نتایج
 یدر دوزها OHDA-6از  یناش تیدهنده مسمومنشان 1Aکل ش

 سلولی مرگ درصد 50 باًیبه عنوان القا گر تقر 50μMمختلف است. دوز 
را برخلاف  نیمختلف کورکوم یاثر دوزها B1انتخاب شده است. شکل 

 یادر دوزه نیاثر کورکوم 2دهد. در شکل ینشان م OHDA-6 تیسم
 کی انسیوار زیدهد. آنالیم شان، نOHDA-6بدون  ایبا  μM 2.5و  2

 (.>0001/0P)دهد یها نشان مگروه نیرا ب یداریطرفه اختلاف معن
 نینشان داد که کورکوم Tukeyها پس از آزمون داده لیو تحل هیتجز

 OHDA-6از  یناش یمانع مرگ سلول کرومولاریم 5/2و  2 یهادر دوز
 یابقبر  یاثر چیخود ه یبه خود نیورکومشده است. ک

 به گروه کنترل ندارد.نسبت یسلول
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 در SH-SY5Y هایسلول ماندن زنده در OHDA-6 مختلف دوزهای اثر -1 شکل
 >OHDA (B) ***P-6 برابر در کورکومين مختلف هایدوز اثر و MTT(A) روش

نشان >05/0P# .است OHDA-6 و کنترل گروه بين تفاوت دهندهنشان  0.001
 .است کورکومين با درمان تحت و OHDA-6 هایگروه بين تفاوت دهنده
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 بدون/  با( ميکرومولار 2.5 و 2) کورکومين شده انتخاب دوزهای اثر -2 شکل

6-OHDA ميانگين صورت به هادهدا. سلول بقاء ميزان در ± SEM داده نمايش 

می OHDA-6 و کنترل گروه بين تفاوت دهندهنشان >001/0P ***. است شده

 با درمان تحت و OHDA-6 هایگروه بين تفاوت دهندهنشان >05/0P#  .باشد
 .است کورکومين

نشان داده شده  3در شکل  SH-SY5Y یهاسلول یکیمورفولوژ جینتا
طور که شد. همان یبردارعکس ریپس از درمان تصاوساعت  24است. 

یزنده را کاهش م یهاتعداد سلول OHDA-6نشان داده شده است، 
 کند.یم یریجلوگ یاز مرگ سلول یتا حدود نیکه کورکوم یدهد، در حال

A1 

 

B1 
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 های مختلفکشت داده در گروه SH-SY5Y هایتصاوير سلول -3شکل 
 .اندبرابر بزرگتر شده 20تصاویر 

را  p-p38و  p-ERK ،p-JNK ریمقاد 4وسترن بلات در شکل  ریتصاو
 شیسبب افزا OHDA-6طور که نشان داده شده است، دهد. همانینشان م

p-ERK مقدار  در یریثأت چیه کهیشده، درحالp-JNK  وp-p38  .ندارد
 است. افتهیبرگشت  نیبا درمان توسط کورکوم p-ERK شیافزا

پس از  نيو اکت MAPK ريبلات که نشان دهنده مقاد وسترن جينتا -4شکل 

 ( است.کرومولاريم 5/2و  2) نيکورکوم اي ميکرومولارOHDA -6 (50 )با ندرما

 بحث

داد که یکند که نشان میم دأییرا ت یقبل قاتیتحق جیمطالعه نتا نیا
یم OHDA -6-6از  یناش یاز مرگ سلول یریقادر به جلوگ نیکورکوم

شود یم  MTTها در روشسبب زنده ماندن سلول یحد تا رایباشد، ز
 یهااز دست دادن نورون نسون،یپارک یماریب ی(. مشخصه اصل13. 12)

 یها(. سلول17است ) اهسی جسم در در( درصد 50-70) کینرژیدوپام
SH-SY5Y  ینوروبلاستوما یهااز سلول یارمجموعهیعنوان زبه 

 کینرژیدوپام یهاشابه با نورونم یهایژگیو یبرخ ی( دارا18انسان )
 یماریب یمناسب برا یمدل سلول کیسبب  نی( که به هم14باشند )یم

( 19) نیبازجذب دوپام اقلن قیاز طر  OHDA-6باشد. یم نسونیپارک
یم یعصب یهاو مرگ سلول ROS دیوارد سلول شده و منجر به تول

 نیتامیبا و سهیادر مق دانیاکسیآنت کیعنوان به نی(. کورکوم20شود )
E  یقو یدانیاکسیاثر آنت نی(. بنابرا21تر است )برابر فعال 10حداقل 

 یولمرگ سل نیرکومدارد. کو آن یدر اثر محافظت ینقش مهم نیکورکوم
ش کاه ویداتیاسترس اکس میتنظ قیاز طر SH-SY5Y یهارا در سلول

مکن است اند که مکرده شنهادیپ کیولوژیدمی(. مطالعات اپ22) دهدیم
توسط  نیدر هند به مصرف زردچوبه / کورکوم PD بروز نییپا زانیم

در برابر مرگ  نیکورکوم ی(. اثر حفاظت23مربوط باشد ) ییایآس یهندوها
مطالعه نشان داده شد  نیدر ا OHDA-6 از یناش SH-SY5Y یسلولها
( مطابقت دارد و نشان25 و 24) یوانیح ریو مطالعات اخ شنهاداتیکه با پ

 .(8) باشدیم PD در مدل نیکورکوم دیدهنده اثرات مف
/  نیسر (ERK1 / 2) یخارج سلول گنالیکننده سمیتنظ ینازهایک
مهم  یهاکنندهمیعنوان تنظرا حفظ کرده که به نازیک نیپروتئ نیترئون
اند ظاهر شده کیو پاتولوژ یعملکرد کاتیبه تحر یعصب یهاپاسخ

 ERK تیگزارش شده است که فعال یصبع یها(. اگرچه در بافت26)

از  ی(، برخ29-27هستند ) لیدخ زیو تما ریتکث ل،در بقاء سلو معمولاً
شود یباعث مرگ سلول م ERK دهد که فعال شدنیشواهد نشان م

 نشان داد نسون،یپارک یماری(. مطالعات پس از مرگ در ب31 و 30 ،26)
مطالعات ما  ن،یهمچن(. 32است ) افتهی شیافزا اهیدرجسم س pERK که

شود که از یم ERK تیفعال شیباعث افزا OHDA-6نشان داد که 
قادر به  ROS شود. از آن جا کهیم یریجلوگ نیدرمان با کورکوم قیطر

استرس  نیارتباط ب یقبل قاتیباشد، در تحقیم ERK فعال کردن
شده است  شنهادیپ یعصب یهادر سلول ERK یو فعال ساز ویداتیاکس

سبب  ROS از یناش ERK یسازشده است که فعال شنهادی( پ34 و 33)
احتمال وجود دارد که  نی(. پس ا35-37) شودیو آپوپتوز م یمرگ سلول

6-OHDA فعالیت شیباعث افزا ERK به علت توانایی آن در تولید 

ROS  شود و اثر کورکومین در بازسازی فعالیت ERK  به اثر مهاری آن
 .دارداشاره  ROS بر تولید

 نیکورکوم یمطالعه نشان داد که اثر محافظت نیا جیمجموع، نتا در
انسان با اصلاح  ینوروبلاستوما یهادر سلول OHDA-6 تیبر سم

 نیکورکوم یما را از اثرات محافظت جینتا نیهمراه است. ا ERK گنالیس
 سازد.یآگاه م PD نسونیپارک یماریدر ب



 و همکاران ساناز طباطبایی                                      ERKو  یبر مرگ سلول نیکورکوم یاثر حفاظت
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Abstract: 
 

Introduction: Curcumin, a natural phenolic yellow chemical derived from turmeric, has been found to exert some protective 
effects in animal and cellular models of Parkinson's disease (PD). The present study aimed to examine whether curcumin 
prevents the effect of 6-OHDA in human neuroblastoma cells and MAPKs signaling. 
Methods: SH-SY5Y cells were treated with 6-OHDA (50 µM) for 24 h. The effect of curcumin (2 and 2.5 µM) on cellular 
viability (MTT assay) and MAPKs (ERK, JNK and p38) (wester blot assay) was evaluated. 
Results: 6-OHDA caused significant reduction of neuronal viability and p-ERK decrement. The results indicate that curcumin 
can partially protected against 6-OHDA induced cell death and p-ERK decline. 
Conclusion: These finding suggest that ERK restoration is related to the protective effect of curcumin against 6-OHDA in 
human neuroblastoma cells. 
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