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ABSTRACT 

Background and Aim: Non-alcoholic fatty liver disease, characterized by abnormal fat 

accumulation in the liver, is associated with obesity and insulin resistance. Vaspin is an 

adipokine secreted by adipose tissue, and its gene expression increases when insulin 

sensitivity is reduced. In this study, we made a comparison between 3D and 2D cultures in 

regard to the effects of vaspin on fatty acid metabolism.  

Materials and Methods: The steatosis model was induced by oleic and palmitic acid in 

HepG2 cell line in two- and three-dimensional cultures (collagen gel). Then, the cells were 

treated with 100 ng/ml vaspin for 24 hours. We used Real time PCR for measurement of the 

expressions of FABP4, MCAD, FAS and ApoB100 genes. 

Results: In two- and three-dimensional cultures, we found significant decrease in the 

expression of FABP4 and FAS genes. There was no significant difference between the 

expression of these genes in the two- and three-dimensional cultures. We detected significant 

increase in the expression of MCAD and ApoB100 genes in 2D and 3D cultures. We did not 

find any significant difference in the expressions of MCAD and ApoB100 genes between 

two- and three-dimensional cultures. 

Conclusion: Alteration of the expressions of the genes involved in uptake, lipogenesis, 

oxidation and secretion of fatty acids occurred in the group treated with vaspin compared to 

the control group in the 2-D and 3-D cultures. But, we did not find any significant difference 

in the expressions of these genes between the 2-D and 3-D cultures. 
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 چکیده

 نیو مقاومت به انسول ی، با چاقشودمیدر کبد مشخص  یچرب غیرطبیعیکه با تجمع  یالکل ریکبد چرب غ یماریب زمینه و هدف:

 شیژن آن افزا انیب نیبه انسول تیو با کاهش حساس شودمیترشح  یچرباست که توسط بافت  ، آدیپوکاینینیهمراه است. واسپ

 .شد یبررس یو دو بعد یچرب در کشت سه بعد یدهایاس سمیبر متابول نیمطالعه، اثر واسپ نی. در ایابدمی

ی )کلاژن ژل(، در کشت دو و سه بعد Hep G2رده سلولی اولئیک و پالمتیک اسید در  وسیلهبه استئاتوزمدل  :هاروشمواد و 

و  FABP4 ،ApoB100، FAS هایژنبیان . تیمار شدند ng/ml100واسپین با ساعت  24به مدت  هاسلول شد. سپسالقا 

MCAD روش توسط Real time PCR سنجیده شد. 

در  هاژناین را نشان داد. در مقایسه بین بیان  داریمعنیکاهش  FASو  FABP4 هایژنبیان سه بعدی  و در کشت دو :هایافته

سه بعدی، افزایش و  کشت دودر  ApoB 100و  MCADهای بیان ژنمشاهده نشد.  داریمعنیکشت دو و سه بعدی تفاوت 

 بود.کشت دو و سه بعدی، اختلاف معنی دار ن در ApoB100و  MCADبیان ژن داشت.  معنادار

در مسیر جذب، لیپوژنز، بتا اکسیداسیون و ترشح اسیدهای  درگیرهای ژنموجب تغییر بیان  تواندمی تیمار واسپین: گیرینتیجه

 نسبت بهدر کشت دو بعدی ها ژنبیان این  در حالی که اختلافشود. در شرایط کشت دو و سه بعدی چرب نسبت به گروه کنترل 

 دار نبود. اسه بعدی معن

 کبد چرب غیر الکلی، لیپوژنز بیماری ،Hep G2 سلولکلاژن، واژه های کلیدی: 

 12/5/1400پذیرش: 12/5/1400اصلاحیه نهایی: 4/2/1400وصول مقاله:
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 قدمهم

ناشی از تجمع چربی در  ایعارضه( steatosisکبد چرب )

 ورودی و خروجیمیزان  عدم تعادل بین علت بهکبد بوده و 

در  یندآفراین  .(1) آیدمی وجود بهاسیدهای چرب به کبد 

بوده و عارضه جانبی  پذیربرگشتموارد خفیف یا گذرا، 

که به آن بیماری کبد چرب غیرالکلی  ندارد دنبال بهمهمی 

به شدت با چاقی، کبد چرب غیرالکلی . (2) شودگفته می

 (3) بودهدر ارتباط  2مقاومت به انسولین و دیابت نوع 

به تغییر مسیرهای تجمع چربی در کبد منجر  کهطوریبه

های چرب آزاد کبدی و ترشح اسید متابولیسمجذب، سنتز، 

 شده و باعث ایجاد مقاومت به انسولین در کبد و نهایتاً

بافت چربی به  .(5, 4) شودمقاومت محیطی به انسولین می

ها نقش آدیپوکاینبا ترشح ین اعنوان یک ارگان اندوکر

واسپین . (6) در تنظیم انرژی و متابولیسم دارد یمهم

(Vaspin)  است که از بافت چربی سفید آدیپوکاینی

 روده معده، ، کبد، پانکراس، مخاطزیرجلدیو  احشایی

ترشح  موش و انسان در و چندین ارگان دیگر کوچک

 به حساسیت کاهش اثر در ژن واسپین بیان .(9-7) شودمی

 بهکه  جلدی زیر چربی زیاد میزان و همچنین وجود انسولین

در چاقی  .(10) یابدمی افزایش ،آیدمی وجود بهچاقی  علت

با اثرات جبرانی  واسپین ژنبیان سطح  2و دیابت نوع 

. (11)ئوستاز گلوکز ارتباط داردموچاقی و ه با ،افزایش یافته

انجام شده در رابطه با سطح سرمی واسپین و  هایبررسیدر 

 واسپینسطوح افزایش یافته  بیماری کبد چرب غیر الکلی،

 Non-alcoholic fatty liverن در سرم بیمارا

disease ((NAFLD  وNon-alcoholic 

Steatohepatitis (NASH ) نسبت به گروه کنترل

ارتباط نزدیکی بین  همچنین. (14-12) ش شده استرگزا

مقاومت به انسولین، استئاتوز کبدی و پیشرفت  واسپین،

 هایگرچه مکانیسم .(15) فیبروز گزارش شده است

 اما ؛اندنشده شناخته خوبی به NAFLD در دخیل مولکولی

 مربوط های مختلفیژن یند بهآکبدی این فر هایسلولدر 

 جذبدخیل در  هایژنبیان  افزایش از طریق که یا شودمی

 Fatty Acid-Binding Protein مانند اسیدهای چرب

4 (FABP4)  مانند اسیدهای چرب لیپوژنزیا و Fatty 

Acid Synthesis (FAS) از طریق و یا بوده  مرتبط

-Medium مانند اسیدهای چرب کاهش بتا اکسیداسیون

chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD) و 

 Apolipoprotein ترشح اسیدهای چرب مانندیا کاهش 

B100 APOB-100)اسیدهای چرب و رسوب  ( تجمع

 .(17, 16)می شود ایجاد های کبدی در سلول

 مطالعات در خصوص سه بعدی به کشت از امروزه استفاده 

 مناسب ابزارهایی به را هاآن و است افزایش یافته بنیادی

نسبت  سه بعدی کشت. است کرده بالینی تبدیل مطالعه برای

 در هاسلول شرایط ازتری واقعی تصویر دو بعدی به کشت

در کشت دو . (18) کندمیارائه  بدن هایارگان و هابافت

عملکردهای بیولوژیکی مانند تماس سلول با  ،هاسلولبعدی 

ماتریس خارج سلولی در همه ابعاد مانند سلول با سلول و 

 سه بعدی درکشتدر حالی که ندارد  بدن وجود هایبافت

 طبیعی اتصالات تشکیل متصل شده یکدیگر به هاسلول

و  دهندمی سلولی خارج با ماتریکس سلول و سلول به سلول

نسبت به کشت  هاسلول برای عملکرد لازم ارتباطات

ها منجر به کاهش این تفاوت. (19) دوبعدی بیشتر است

یرهای تغییر در مس شده که نهایتاً ، سلول تغییر فعالیتتمایز و 

ترشح تولید و مانند ) هاسلول یسیگنالینگ و عملکرد

مولکولی با  یک نوع کلاژن .دارد دنبال به( را هاپروتئین

 2و  1کیلو دالتون است که از دو زنجیره آلفا  300وزن 

درجه  37دمای  خنثی و pHتشکیل شده است که در 

 گانهسهخود به خود یک داربست مارپیچ  ،گرادسانتی

 انواع و رشد حمایت و باعث دهدمیژل تشکیل  تصوربه

، الیاندوتل هایسلول، یسرطان یسلول هایرده) هاسلول

( در کوتاه مدت ها بروبلاستی، استئوبلاست ها و ... فیکبد

. این ماده جزء اصلی ساختاری و بلند مدت می شود

داخلی  هایاندامخارج سلولی در بافت همبند و  هایماتریس
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 31محمد رامان مولودی   
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وضعیت  لذا در این مطالعه با توجه به ؛(21, 20) است

بدن اثر واسپین بر بیان  هایبافتدر  هاسلولقرارگیری 

های دخیل در فرآیند جذب، ترشح، بتا اکسیداسیون و ژن

بعدی با لیپوژنز اسیدهای چرب در کشت دو بعدی و سه 

 فاده از کلاژن نوع یک مورد بررسی قرار گرفت.است

 

 مواد و روش ها

که از  Hep G2در این مطالعه تجربی تحلیلی از رده سلولی 

پاستور ایران، خریداری شد استفاده شد.  انستیتوبانک سلولی 

( واسپین قرار ng/ml) 100غلظت  تأثیرتحت  هاسلول

عدی با گروه گرفتند و نتایج در دو پروتکل دو بعدی و سه ب

 کنترل مقایسه شد. 

 سلولت دو بعدی و سه بعدی کش

به صورت تک در کشت دو بعدی  Hep G2رده سلولی 

سرم جنین  %10که حاوی  DMEMلایه در محیط کشت 

 استرپتومایسین -سیلینپنی بیوتیکآنتی %1 و گاو

(100U/ml)  5و  گرادسانتیدرجه  37در دمای% CO2 

 Hep هایسلوله بعدی در کشت سکشت داده شد. 

G2،660  میکرولیتر از محیط کشتDMEM 

 mgمیکرولیتر از کلاژن ژل ) 330سلول را در  1×510حاوی

 استیکدر اسید میلی لیتر  33 و I (sigma)کلاژن نوع  100

اضافه نمودن جزئی و  با و بلافاصله نموده ( حل1/0%)

. رسانده شد 4/7 آن به PHمولار  NAOH 1تدریجی 

 Untreated از نوع خانه 24 اسلایدهایحاصل در  محلول

داده شد. بعد از گذشت  کشت ،است دارلبهکه مشابه با لام 

به  Untreated اسلایدهایدقیقه در دمای اتاق،  20

پس از  .(22) منتقل گردید گرادسانتیدرجه  37انکوباتور 

ها تحت لسلو و القای مدل استئاتوز، روزشبانهگذشت یک 

واسپین  ng/ml100 تیمار با غلظت 

(SRP4915,sigma)  مدت زمان از قرار گرفتند و پس

مورد ارزیابی قرار جهت بررسی بیان ژن ساعت  24

  .(23)گرفتند

 مدل سلولی کبد چرب  یالقا

 اینکه پس ازی مدل سلولی کبد چرب، به منظور القا

، رسیدبه تراکم صد هزار سلول  Hep G2 هایسلول

کشت ساعت در محیط کشت فاقد سرم  24به مدت  هاسلول

اولئیک ساعت تحت تیمار با  24به مدت سپس  داده شدند.

 1200به غلظت  1به  2اسید و پالمتیک اسید به نسبت 

 میکرومولار قرار گرفتند. 

 بیان ژن 

 Jena کیت دستورالعمل طبق هاسلول RNA استخراج

Bioscience (PP-210S)  غلظت  و انجامRNA هر 

 سنتز برای. شد سنجیده روش اسپکتروفتومتری با نمونه

cDNA ازکیت نیز (K1621). Thermoscientific 

 انجام منظور به. شد استفاده سازنده شرکت پروتکل طبق

Real-Time PCR میکرولیتر 10: شامل نمونه هر ترکیب 

 Primer Forward، 5/0میکرولیتر 5/0 سایبرگرین،

 Water میکرولیتر Reverse Primer، 8میکرولیتر

RNase free  میکرولیتر 20 واکنش هرنهایی  حجمدر 

 cDNA جز به بالا ترکیب تمامی کنترل منفی در. بود

 (ΔΔCt) هاژن دیگر به نسبی بیان تعیین برای. داشت وجود

 این در که پرایمرهایی توالی 1شماره  جدول .شد دهسنجی

 .دهدمی نشان را اندشده استفاده مطالعه

 آزمون آماری

آمده در این مطالعه بر اساس حداقل سه تکرار  دست نتایج به

استفاده از  اب Mean±SEMصورت  به که بوداستوار 

-oneاز آزمون  ومحاسبه  GraphPad Prism افزارنرم

way ANOVA ستفاده شد و در صورت مشاهده تفاوت ا

 نظر ( درp<0.05) آن معناداری سطح هاگروهدر بین 

 .شد گرفته
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 یافته ها

در مسیر جذب اسیدهای دخیل  FABP4بررسی بیان ژن 

با اولئیک و  Hep G2های تیمار سلولچرب نشان داد که 

 و میکرومولار 1200با غلظت  1به  2پالمتیک اسید به نسبت 

باعث ، ng/ml100واسپین در غلظت ها با ار سلولسپس تیم

 شدبعدی دو آن در کشت  دارمعنیکاهش بیان 

(P=0.0327) .این ژن کاهش بیان نیز کشت سه بعدی  در

 نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. داریمعنیبا اختلاف 

(P=0.0032) بعدی و  مقایسه بیان این ژن در کشت دو

 1نمودار  .(P<0.2318شت )ندا دارمعنیاختلاف  بعدیسه

 : توالی پرایمرهای استفاده شده1جدول 

Length (bp) Primer sequence  Accession numbers Gene 

150 F:CTCAGTGGAGGCAACACATTAC 
R: GCTGGCGTTGGAGTAAGC 

NM_000384.3 ApoB100 

127 F:GCAGCTTCCTTCTCACCTTG 
R: GCCCACTCCTACTTCTTTC 

NM_001442.3 FABP4 

213 F:CGGAAAGCTACTTGTAGAGCAC 
R:CCATTGCCTCCAAGTATCTGC 

NM_001286044.2 ACADM 

150 F:CAAGTGGCTGACGTGGTG 

R:CGTGTGGGGAGTGAAGCA 

NM_004104.5 FAS 

198 F:5'-CCATCCGGGTTCCTATAAAT-3' 

R:5'-AATCTCCACTTTGCCACTG -3' 

NM_008084 GAPDH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 در مسیر لیپوژنز که FASنتایج آنالیز کمی بیان ژن 

با غلظت  تیمارنشان داد که  اسیدهای چرب نقش دارد،

ng/ml 100  پس از القای مدل استئاتوز در واسپین

این ژن در بیان معنی دار  کاهشباعث  Hep G2های سلول

(. همچنین در کشت P=0.0449شد )بعدی  کشت دو

 دارمعنیکاهش  ژن بیان نسبت به گروه کنترل،نیز  بعدیسه

 FAS(. اختلاف میزان تغییر بیان ژن P=0.0450داشت )

بعدی نسبت به کشت سه بعدی معنی دار نبود  در کشت دو

(P>0.9999.)  2نمودار 

 

 

)چرب شده با اسیدهای چرب پالمتیک و  Hep G2 هایسلولدر  FABP4ژن  نسبی بیانمیزان . 1نمودار

 و سه بعدی (2D) با گروه کنترل در محیط کشت دو بعدیدر مقایسه  ng/ml 100تیمار شده با واسپین اولئیک(

(3D) 
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 که در مسیر بتااکسیداسیون MCADهمچنین بیان ژن 

که با  Hep G2 هایسلولدر نقش دارد،  اسیدهای چرب

 تحت تیمار با واسپینو ده چرب شپالمیتات و اولئات 

(ng/ml100) MCAD کشت  هم در شرایط گرفتند،قرار

بعدی و هم در کشت سه بعدی، نسبت به گروه کنترل  دو

در مقایسه بین  .(P<0.0001) داشت دارمعنیافزایش بیان 

 MCADبعدی و کشت سه بعدی، بیان ژن  کشت دو

 3نمودار  .(p<0.1468) مشاهده نشداختلاف معنی داری 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در مسیر ترشح که  ApoB 100ژن بعدی  در کشت دو

 Hep G2سلول ها  ، در اثر تیمارنقش دارد اسیدهای چرب

 داریمعنیافزایش  (ng/ml100) واسپینبا  چرب شده

در همچنین ( P<0.0001نسبت به گروه کنترل داشت )

 افزایش بیان معنی دار آن پس از تیمار با نیز کشت سه بعدی

در  داریمعنیاخلاف  .(P<0.0001)واسپین مشاهده شد 

( اولئیک و پالمتیک چرب اسیدهای با شده چرب) Hep G2 هایسلول در FAS ژن نسبی بیان میزان. 2ودارنم

 (3D) بعدی سه و( 2D) بعدی دو کشت محیط در کنترل گروه با مقایسه در ng/ml  100واسپین با شده تیمار

( اولئیک و پالمتیک چرب یاسیدها با شده چرب) Hep G2 هایسلول در MCAD ژن نسبی بیان میزان .3نمودار

 (3D) بعدی سه و( 2D) بعدی دو کشت محیط در کنترل گروه با مقایسه در ng/ml  100واسپین با شده تیمار
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 4نمودار  .(P=0.984) داردنوجود بعدی و سه بعدی  کشت دو سیستمدر  ApoB 100میزان بیان ژن مقایسه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بحث

از طریق کاهش نتایج مطالعه نشان داد که آدیپوکاین واسپین 

اسیدهای  کاهش جذبباعث  FASو  FABP4بیان ژن 

نسبت به گروه  . همچنین واسپینشودمیلیپوژنز  چرب و

باعث  APOB100و  MCADبا افزایش بیان ژن کنترل 

. شداسیدهای چرب ترشح و  اکسیداسیون افزایش روند بتا

)کلاژن  ها در محیط کشت دو بعدی و سه بعدیتیمار سلول

مورد بررسی قرار  های مذکوربیان ژنصورت گرفت و  ژل(

 داری ها در این دو محیط تفاوت معنیژناین گرفت و بیان 

 نداشت.

 کنندهتنظیم گزارش شده است که واسپین آدیپوکاین

 و باعث تحمل (24)بوده  بدن در چربی ذخیره متابولیسم

 چاق هایموشانسولین در  به بهبود حساسیت و گلوکز

 «خوب» به واسپین آدیپوکاین هرچند که .(25) شودمی

 با این وجود ،اطلاق شده است

 مبتلا چاق افراد در آن منتشر شده اند که سطح هاییگزارش 

 احتمال این .(26)بود یافته افزایش متناقضی طور به دیابت هب

 چاقی،در  جبرانی اثر یک پینسوا بیان القای که دارد وجود

 برخی در متابولیک باشد. هایماریبی یا انسولین به مقاومت

 بیشتر( MS) متابولیک سندرم در واسپین غلظت مطالعات از

 بود کمتر حتی یا و نکرده تغییر دیگر برخی در اما ؛(27) بود

که  دهدمیواضح نشان  صورتبهنتایج این مطالعه . (28)

بولیکی با تحریک بتا یند مسیرهای متاآواسپین در فر

افظتی حاکسیداسیون و مهار لیپوژنز تا حد زیادی نقش م

شت سه بعدی کنبودن  نتایج  دارمعنیدارد. در رابطه با 

در مطالعات گفت که  توانمی نسبت به کشت دو بعدی

اما به ؛استکبدی در اولویت  هایسلولکبدی کشت اولیه 

 کوتاه، مرع طول انسان، کبدی هاینمونه دلیل کمبود

 زیاد هایهزینه همچنین و اهداکنندگان بین فردی اختلافات

 کشت هایروش. (29)استفاده از آن بسیار محدود است 

 هاییپاسخ که به وجود آورده را امکان این بعدی سه سلولی

 کشت هایتکنیک از استفاده با اندنتوانسته محققان که را

 اگرچه. تا حدی پاسخگو باشد کنند، کشف بعدی دو سلول

 دو بعدیکشت  به نسبت سه بعدی کشت جهات برخی از

ساخت  تکرارپذیری هزینه بالاتر و قابلیت اما ؛است سودمند

 این، بر علاوه. (30)است دشوارکشت سه بعدی  هایمحیط

متفاوت  های استفاده در سیستم کشت سه بعدیماتریکس

بوده و همخوانی کاملی با ساختار ماتریکس خارج سلولی 

 نبودن دارمعنیشاید یکی از عوامل  .(31)در بافت ها ندارد

نتایج کشت دو بعدی و سه بعدی در این مطالعه مدت زمان 

 و پالمتیک چرب اسیدهای با شده چرب) Hep G2 هایسلول در ApoB 100 ژن نسبی بیان میزان. 4نمودار

 بعدی سه و( 2D) بعدی دو کشت محیط در کنترل گروه با همقایس در ng/ml   100واسپین با شده تیمار( اولئیک

(3D) 
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ساعت تیمار در داربست کلاژنی باشد. در این  24محدود 

 از که هاییداده مقایسه و همکاران با Claudia رابطه

 Hep های سلولو  بعدی )کلاژن ژل( سه هایسلول کشت

G2 که دگزارش نمودن بعدی انجام دادند، کشت دو با 

 کننده متابولیزه هایآنزیم ژن بیان آلبومین، ترشح

بیشتری  افزایش CYP هایفعالیت همچنین و زنوبیوتیک

 احتمال ها بهتابولیکی سلولاما این افزایش ظرفیت م ؛دارند

 کشت از اینتیجه بلکه نیست بعدی سه کشت اثر در زیاد

 هایسلولچرا که . است Hep G2 هایسلول مدت طولانی

 نظر در ، بایددچار پیری شود جزئی تمایز با کشت دو بعدی

 لزوماً بعدی سه کشت مواد زیاد نسبتاً های هزینه که داشت

 Hep G2های سلول کبدی عملکرد بهبود کننده منعکس

  (32)نیست دوبعدی کشت به نسبت کشت سه بعدی در

 کشت های به نسبت کشت سه بعدی فراوان مزایای رغمعلی

 سلول در استفاده از کشت هاییمحدودیت دو بعدی،

 یساز استاندارد عدم مثال، عنوان به. وجود دارد بعدیسه

 ساختار در تغییراتی به منجر غالباً  سلولی کشت هایپروتکل

 همگی که شود می ساخته شده، سه بعدی داربست ترکیب و

 توجه. (33) گذارندمی تأثیر دارو تحویل نتیجه بر شدت به

 طور به شده انتخاب کشت روش که است مهم نکته این به

 هاسلولهای مکانیسمی و عملکردی ویژگی بر توجهی قابل

 تغییر را هاآن رفتار است ممکن که است تأثیرگذار

 قرارگیریوضعیت  ،یساختار تغییرات بر علاوه .(34)دهد

ها در نقاط مختلف داربست سلولی منجر به پاسخ های سلول

 .(35) شودها میمتفاوت در بیان ژنی در اثر تیمار سلول

 

 نتیجه گیری 

 ساعته تیمار 24مانی در بازه ز که دادنتایج این مطالعه نشان 

مورد مطالعه  هایژنبیان  دارمعنیرغم تغییرات  واسپین، علی

کنترل  هایگروهدر محیط دو بعدی و سه بعدی نسبت به 

مورد مطالعه تیمار شده  هایژنتیمار نشده با واسپین، اما بیان 

با واسپین در محیط دو بعدی در مقایسه با محیط سه بعدی 

دلایل احتمالی  ان نداد. یکی ازتفاوت معنی داری نش

با  تیمار زمانمدتعدم تفاوت ممکن است  کنندهتعیین

 باشد. واسپین

 

 قدردانی  و تشکر

معاونت پژوهشی، مراکز تحقیقات علوم از  مقاله نویسندگان

 پزشکی علوم دانشگاهسلولی و مولکولی و گوارش و کبد 

 و تشکر و اجرای این مطالعه تصویب و تأیید جهت کردستان

دکترا بوده  نامهپایان سمتی ازق مطالعه این .نمایندمی قدردانی

 ثبت IR.MUK.REC.1397/46 اخلاق کد با که

در آزمایشگاه مرکز  1398مطالعه در سال  .است گردیده

 از کدامهیچ ات سلولی و مولکولی انجام شد.قتحقی

 .ندارند آن انتشار برای منافعی تعارض مقاله این نویسندگان
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