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ABSTRACT 
Background and Aim: Diabetes is a metabolic disease with high blood sugar levels. 

Olfactory ensheathing cells (OECs) are able to express various growth factors and integrin-

linked kinase (ILK) plays an important role in regulating various processes of cells. In this 

study, we investigated the effects of silybinin on the expression of vascular-endothelial 

growth factor (VEGF) and ILK under normal and high glucose conditions in OECs. 

Materials and Methods: In this study, OECs were extracted from the olfactory mucosa of 

neonatal rats and cultured. Low (1,5M) and high (50,75 µM) concentrations of silybinin were 

added to the cell culture media under normal and high glucose conditions. At the end of the 

study, we measured the expression of VEGF and ILK proteins using western blot technique. 

Data were analyzed by ANOVA test. 

Results: Under high glucose conditions, low concentrations of silybinin maintained 

expression and at high concentrations silybinin caused a dose-dependent decrease in ILK 

significantly. However, under high glucose conditions, low concentrations of silybinin 

significantly decreased expression of VEGF but high concentrations of silybinin caused a 

significant dose- dependent increase in VEGF expression. 

Conclusion: High glucose condition increased ILK and VEGF expression in the OECs, and 

treatment with lower concentrations of silybinin maintained ILK expression and decreased 

VEGF expression. Therefore, it seems that lower concentrations of silybinin can be effective 

in protecting cells from cytotoxicity due to diabetes hyperglycemia by stabilizing ILK and 

reducing VEGF levels. 
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 وابسته به نازیک و (VEGFاندوتلیال عروقی ) فاکتور رشد انیب زانیم بر نینیبیلیس یرتأث

 گلوکز نرمال و بالا طیدر شرا غلاف کننده بویایی یهاسلول در (ILK) نینتگریا
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 دهیچک

( قادر به OECs) ییایغلاف کننده بو یها. سلولباشددیابت یک بیماری متابولیک با افزایش سطح قند خون می :هدف و نهیزم

 نینقش دارد. لذا در ا سلول تلفمخ یندهایفرآ میدر تنظ زی( نILK)نینتگریوابسته به ا نازیکد و نباشیرشد م یهاانواع فاکتور انیب

گلوکز  طیدر شرا ILKو  (VEGF)فاکتور رشد اندوتلیال عروقی  انیب زانیبر م نینیبیلیسهای پایین و بالای غلظتمطالعه اثرات 

 قرار گرفته است. یمورد بررس OEC یها نرمال و بالا در سلول

 یه شد. غلظت هااستخراج و کشت داد ییموش صحرا یی نوزادایاز مخاط بو OEC یمطالعه سلول ها نیدر ا :و روش هامواد 

 انی. در پادیضافه گردها اکشت سلول طیگلوکز نرمال و بالا به مح طیدر شرا نینیبیلیس (50و µM 75)بالاو  (1وµM 5) پایین

از ه ها با استفادداده جزیه و تحلیلت .تعیین گردیدبا استفاده از وسترن بلات   ILK وVEGF یها نیپروتئ انیب زانیمطالعه، م

 .انجام شد ANOVAروش 

معنادار سبب کاهش  ی آنبالا یهاو غلظت معنی دار انیسبب حفظ ب نینیبیلیس نییپا یغلظت ها ،گلوکز بالا طیدر شرا :ها افتهی

های و غلظت VEGFر بیان سبب کاهش معنادا نینیبیلیسپایین  یغلظت ها بالا گلوکز طیدر شرااما . دیگرد ILKوابسته به دوز و 

  .دیگرد VEGF انیابسته به دوز بمعنادار و و شیسبب افزابالای آن 

 پایین یها گردد و درمان با غلظت یم OEC یدر سلول ها VEGFو   ILK انیب شیسبب افزا ،گلوکز بالا :یریگ جهینت

 موثر یدرمان یبینین،یلس پایین یهاغلظترسد که به نظر می. لذا گرددیم VEGF انیو کاهش ب ILK انیسبب حفظ ب نینیبیلیس

 باشد.یمVEGF زانیو کاهش م ILKزانیم تیتثب قیطر از ابتید یسمیپرگلیها از یناش یسلول تیسم از هاسلول حفاظت در

 بالا زگلوک ،غلاف کننده بویایی یهاسلول ،، کیناز متصل به اینتگرین، فاکتور رشدنینیبیلیس: یدیکلمات کل

 4/8/1400پذیرش: 12/7/1400اصلاحیه نهایی: 13/3/1400وصول مقاله:

 

 

 

 

 

 مقدمه



 3منیره عزیزی   

1401آذر و دی  /  هفتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

بیماری متابولیک با افزایش سطح قند خون مییدیابت یک  

مناسب  دلیل تولید ناکافی انسولین و یا عدم پاسخه باشد که ب

 OEC   یهیاسیلول .(1)دهیدها بیه انسیولین رم مییسلول

 ییاییبو یهاآکسون یغلاف کننده یژهیو الیگل یهاسلول

 ییاییبو ستمیمداوم س یباشند که سبب حفاظت و بازسازیم

هیا، سیلول نییاز خواص منحصر به فیرد ا .(2-4) ندگردیم

 اسیت. CNSخیارج  چنیینها در داخل و هیمآن یریقرارگ

و  مختلیف کییتروف یفاکتورهیا انییب بیه ادرقی هاسلولاین 

 ونیی جوانیه ز شیسیبب افیزاباشند که میها آن هایگیرنده

فیاکتور . (5)گردنیدیمی یمرکز یعصب یآکسونهابازسازی 

 در مییوثر نیپیروتئ کیی( VEGF) یعروقی الیرشید انیدوتل

 نقش کیپاتولوژ و کیولوژیزیاست که به طور ف ییزا رگ

 لیتشیک شی. در مطالعات افزا(6)دارد عروق رشد در یمهم

گزارش  OEC یهاسلول وندیدنبال په ب دیجد یعروق خون

 فاکتورهیایی نیتیراز مهم یکیی VEGF. (7)شیده اسیت 

 این mRNA .شودیم بیان هیپوکسی شرایط در که است

 هشد مشاهده مقادیرکم به جوندگان و انسان مغز در فاکتور

 بیر VEGFاثیرات  یگستردگامروزه به دلیل . (8و9)است

 فیاکتور ییک عنوانبیه آنیرای، عصیب بافیت یهاسیلول

 . (10)گیرندمیجدید در نظر  نوروتروفیک

وابسییته بییه  یهییانییازیک انیید کییهنشییان داده  ر،یییمطالعییات اخ

 نییدیدر فرآ نقییش اساسییی (ILK) یتوپلاسییمیس نینتگییریا

 یهییانیو پییروتئ یداخییل سییلول اسییکلت یارتبییاط اجییزا

-ایفیا میی (ECMی)خیارج سیلول کسیبا میاتر نگیگنالیس

اسیت کیه  یمهمی نیدیفرآ ECMسلول به  ی. چسبندگکنند

را کنتیرل  زیبقیا و تمیا ر،ییشکل سلول، مهیاجرت، تکث رییتغ

بیییا وزن  نیییازیک نی/ ترئیییون نیسییر کیییی ILK.  کنیییدیمیی

 میدر تنظی یاسیت کیه نقیش مهمی کیلودالتیون 59یمولکول

مهیاجرت،  ،یاز جمله چسیبندگ ،یمختلف سلول یندهایفرآ

، هیارشد سلول تیبه تقو، هم چنین  (11) و بقاء دارد زیتما

کنید یمی کمیک آپوپتیوز مهیار و یسلول ی چرخه پیشرفت

 لیدیفسیفات بیه وابسته یساز فعال قیاز طراین فاکتور . (12)

-یمیی VEGF انیییب شیباعییا افییزا 3 نییازیک تییولینوزیا

 یو بازساز شدن نهیلیدر م ILK یعملکرد اساس . (13)شود

شیده گزارش  ی نیزطیمح یعصب ستمیها در سآکسون مجدد

باعا شده است  ابتیآن در د عیسر بیان. کنترل (14) است

.  (15)بداننید لییدخ ابیتیرا در پیاتوژنز د ILKتا محققیان 

 کننیده انییب یکه خاموش نمیودن ژنهیامطالعات نشان داده 

ILK توسیییطsiRNA شیسیییبب مهیییار افیییزا VEGF  و

ICAM1 (16)گرددیم. 

، عمیده میخیار میر اهییمشیتق شیده از گ دی، فلاونوئنینیبیلیس

 نیماریلیسیی بیییترک نیتییر فعییال و( درصیید 70-80) نیتییر

 Silybum) میخییییار مییییر اهیییییاسییییتخراج شییییده از گ

marianumی،دانیاکسی یاثرات آنت یو دارا (17) ( است 

  .(18)ی باشیدمی یو ضدالتهاب ی, ضد سرطانوینوروپروتکت

بهبییود اسییتر   قیییاز طر نینیبیلیسیی وییینوروپروتکت تیخاصیی

 یآنت تیخاص (.19و20) باشدمی یو آبشار التهاب ویداتیاکس

 ی انسان یاستئوسارکوما یدر سلول ها نینیبیلیس کیمتاستات

(MG-63)انییو مهیار ب یسلول یکاهش چسبندگ قیاز طر 

و  (UPA)ییکنیوع  نوژنیپلاسیم یفعال کننیده یوروکیناز

شیییده  گیییزارش ((MMP-2 نیییازیمتالوپروتئ کسیمیییاتر

و  پیایین یهیا، اثرات غلظیتمطالعه نیلذا در ا .  (21)است

 انیب زانیبر م میمر خار اهیگ از شده استخراج نینیبیلیس بالای

 VEGF   وILK یدر سیلولها OEC گلیوکز  طیدر شیرا

 قرار گرفت. سهیو مقا یبالا و نرمال مورد بررس

 

 یروش بررس

نیوزاد  ییاییهیا مخیاط بومطالعه سیلول نیدر ا کشت سلول:

. ابتیدا شد دادهکشت وت روزه استخراج شه ییموش صحرا

 mg/kg )حیییوان بییا اسییتفاده از مخلییوط کتییامین/ زایلییزین

سیپتوم  ،یبرداشیتن فیک فوقیان ، بیادی( بیهوش گرد 10/60

% 1تازه حیاوی بافر فسفات  بینی جدا و چندین بار با محلول

( و سیپس بیدون نیسییاسترپتوما /نیلیسی یآنتی بیوتیک )پنی

سوم  کیآنتی بیوتیک شست و شو داده شد.  مخاط بویایی 

،  هضم گردیدخرد  و آستر مخاط آنجدا  ینیسپتوم ب یخلف

دقیقیه در انکوبیاتور  20ه مدت % ب 25/0آنزیمی با تریپسین

ن حجییم مسییاوی از سییرم جنییین انجییام شیید، بییا اضییافه کییرد

 10به میدت  و متوقف گردید هضم آنزیمی ((FBSگاوی



 ...زانیم بر نینیبیلیس ریتاث   4

1401آذر و دی  /  هفتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

میلیی  4ها دروژ گردید. سیلولی، سانتریف2000دقیقه با دور 

% 1و آنتی بیوتییک   FBS 5% از محیط کشت حاوی لیتر 

سوسپانسییون شیدند و   µM5 و فاکتور میتوژن فورسکولین

درجیه و  37انتقال به فلاسک در انکوباتور با دمیای  پس از

   .(22)% نگهداری گردیدند5دی اکسید کربن 

 انییببیر  نینیبیلیسی بیالایو پیایین  یهیاغلظیت تاثیر یبررس 

ILK  وVEGF هییای در سییلولOEC کیییتوسییط تکن 

   وسترن بلات:

رشید و ، کشیتاز هفتیه  کییبعید از گذشیت  بدین منظیور

 48هر فلاسک به میدت ، ها به کف فلاسکسلول دنیچسب

بیالای و  (1وµM 5پیایین) یهیاساعت در معیر  غلظیت

(µM 75 س50و )کشت گلیوکز  طیشده با مح هیته نینیبیلی

. بعد از ندگرفت قرار ( mM 30) بالایا (   mM 5/5) نرمال

 نیپسییرمیلی لیتیر ت 4 ها به کمک سلولساعت  48گذشت 

 از یحجم مساو اضافه نمودن از کف فلاسک جدا شده و با

بیا دور  وژیفیو سیانتر دییگرد یخنثی نیپسیاثر تر بافر فسفات

تا حاصل   یسلول تیپلانجام شد.  قهیدق 10به مدت  2000

 تییریکرولیم 200بییه همییراه زمییان انجییام وسییترن بییلات، 

DMEM جهیت انجیام  .دییگرد ینگهیدار -80 یدر دما

 هیایاز غلظت کهریشده با  ماریت یسلول هاوسترن بلات، 

شدند و  زهیهموژنبافر لیزکننده   میکرولیتر 30 در  نینیبیلیس

 قییهیدق 20بییه مییدت  12500حاصییل بییا دور ونیسوسپانسیی

 زرییدر فر آزمایشتا زمان حاصل شده و محلول  وژیفیسانتر

غلظییت تییام  یرییی. جهییت انییدازه گدیییگرد ینگهییدار  -80

  micro BCA تیییهییا از کموجییود در سییلول نیپییروتئ

انجیییام ژل  یکیییره( اسیییتفاده شیید. بیییرا intron)شییرکت 

 یژل پل یاز هر نمونه بر رو نیپروتئ میکرولیتر 7الکتروفورز،

 .دییقرار داده شد و توسط الکتروفورز جدا گرد  دیاملیآکر

 منتقل (PVDF) ی پلی وینیل دیفلورایدها به غشاهانیپروتئ

  ،  5%خشییک پییر چییر  ریآن بییا شیی شییده و پییس از

Tween20(1/0%) نیدر بافر سال  Tris سیاعت  کی یبرا

 هییاول یباد یبا آنت هاسپس غشاء اتاق بلاک شدند. یدر دما

جهت آشیکار  .نددیآنکوبه گرد هیثانو یباد یآنت اپس بسو 

 Amersham pharmacia تییهیا از ک نینمودن پروتئ

biotech Inc, Piscataway, NJ, USA)ECL بیر )

بیا  جیطبق دسیتورالعمل شیرکت سیازنده اسیتفاده شید و نتیا

 (Bio-rad .USA) یربرداریاسیتفاده از نیرم افیزار تصیو

Gel-pro analyzer لازم به ذکر اسیت  شد. یریاندازه گ

که جهت اطمینان از تکرار پذیری نتایج، هر آزمایش سه بار 

 تکرار گردید.

 رم افیزارداده هیا بیا اسیتفاده از نی یآمار زیآنال :یآمار زیآنال

SPSS یگروه هیا زمیان نیدار ب ی. تفاوت معندیانجام گرد 

ا هیا بیگیروه نیب سهی. مقابود ˂P 05/0که  دیگردمیعنوان 

 05/0دار  یعنییمبییا سییطح  one-way ANOVAروش 

P˂ .انجام شد 

 

 ها افتهی

 دنیپیس از چسیب OEC یکشت سلول: در کشت سلول ها

ساعت ازکشت، دو  72و گذشت  فلاسک کف به ها سلول

با  تیشکل و شبه آستروس یمتفاوت شبه شوان دوک پیفنوت

 (.1)شکل دیظاهر پهن و زوائد متعدد مشاهده گرد

 
در این تصویردو فنوتایپ  کشت داده شده هفت روز پس از کشت با استفاده از میکروسکوپ فاز کنتراست.OEC یسلولها .1شکل

 شبه شوان دوکی شکل و شبه آستروسیت ستاره ای شکل قابل رویت می باشد.
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1401آذر و دی  /  هفتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

 ILK انیب زانیبر م نینیبیلیس بالایو  پایین یهاتظغل ریتاث

یمشاهده م 3و 2ی هاشکلهمانطور که در  :VEGFو 

 گلوکز نرمال طیدر شرا OEC یهاسلول ونیگردد انکوباس

 شیسبب افزا  (1وµM 5) نینیبیلیس پایین یهاغلظت با

 ILK انیسبب کاهش ب بالا یهاو غلظت ILKمعنادار 

 کهیحال. در دیبصورت معنادار نسبت به گروه کنترل گرد

سبب  نینیبیلیس پایین یگلوکز بالا، غلظت ها طیدر شرا

معنادار  کاهش کی بالا یهاو غلظت  ILK انیحفظ ب

 (.2وابسته به دوز را نسبت به گروه کنترل نشان داد)شکل

 

 

در  OEC یدر سلول ها ILK انیبر ب نینیبیلیس (50و µM 75) بالایو   (1وµM 5) پایین یغلظت ها ریتاث .2شکل 

 تکنیک وسترن بلات. توسطساعت  48شرایط گلوکز نرمال و بالا بعد از گذشت 

:*05/0 P≤ اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل گلوکز

اختلاف معنی دار نسبت به گروه  ≥P 001/0**:، نرمال

اختلاف معنی دار  ≥P 05/0: #،  کنترل گلوکز نرمال

  ≥P 001/0: ##، نسبت به گروه کنترل گلوکز بالا

را نشان  اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل گلوکز بالا

در رابطه با میدهند. دفعات تکرار آزمایش سه بار  می باشد.

 یهاغلظت ینشان داد که تمام جینتا VEGF انیب زانیم

گلوکز نرمال بصورت وابسته به دوز  طیدر شرا نینیبیلیس

نسبت به گروه کنترل  VEGF انیبمعنادار  شیسبب افزا

سبب  نینیبیلیگلوکز بالا اگر چه س طیگردند. اما در شرایم

غلظت، باعا  شیبا افزا ید ولیگرد VEGF زانیکاهش م

 (.3)شکلدیگرد فاکتور نیوابسته به دوز ا معنادار شیافزا
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در شرایط  OEC یدر سلول ها VEGF انیب یبر رو نینیبیلیس (50و µM 75) بالایو   (1و µM 5پایین) یغلظت ها ریتاث .3شکل 

اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل گلوکز  ≥P 05/0*: تکنیک وسترن بلات. توسطساعت  48گلوکز نرمال و بالا بعد از گذشت 

اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل  ≥P 05/0: #، اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل گلوکز نرمال ≥P 001/0**:، نرمال

را نشان میدهند. دفعات تکرار آزمایش سه بار می  اختلاف معنی دار نسبت به گروه کنترل گلوکز بالا  ≥P 001/0: ##، گلوکز بالا

 باشد.

 بحث

 طیدر شرا ILK انیب زانینشان داد که محاضر  مطالعه جینتا

 ابدییم شیگلوکز نرمال  افزا وضعیتگلوکز بالا نسبت به 

 ILK زانیحفظ م سبب نینیبیلیس نییپا یهابا غلظت تیمار و

آن سبب کاهش  یبالا یهاغلظت کهگردد درحالیمی

 ریتاث نیز مطالعات گذشتهگردد. یم ILKوابسته به دوز 

.  (15)نده انمود  گزارش را ILK انیبافزایش بر  ابتید

ی شیرنیز توسط  گلوکز بالا طیشرا در ILK انیب شیافزا

 یدر سلولها (24)و هم چنین کریمی و همکاران  (23)

OEC   و  شیری مطالعه گزارش شده است. بر اسا  نتایج

 نینیبیلیس نییپا یهاغلظت های حاویمریهمکاران، نانوپل

 قیاز طر را گلوکز بالا از سمیت ناشی از هااظت سلولفح

کاهش  ،ILKتیتثبفاکتورهای اکسیداتیو،  زانیم کاهش

VEGF ،فاکتورهای توروفیک مشتق از مغز زانیم شیافزا 

(BDNF) فاکتور رشد عصبی و (NGF) انجام می-

 یز طی بررسین و همکاران یمیکرنتایج مطالعه .  (23)دهند

ناشی  تیبر سم مولیت ی حاویمریپل یهاکلینانوپارت ریتاث

 طیشان داد که شران OEC یگلوکز بالا در سلولها از

 تیمار باگردد و یم ILK انیب شیگلوکز بالا سبب افزا

 اماگردد یمILK  انیسبب حفظ ب مولیت نییپا یغلظت ها

هر دو  در ILK انیی کاهش سبب مولیت یبالا یهاغلظت

 بر اسا  مطالعات .(24)گرددیم نرمال و بالا گلوکز طیشرا

پانکرا ،  β یسلولها تیبا بهبود فعال نینیبیلی، سانجام شده

کبد و عضلات،  یهادر سلول نیبه انسول تیحساس شیافزا

باعا بهبود  ،یچرب یهادر سلول یدیپیکاهش رسو  ل

در کنترل   نینیبیلیس یشود. اثربخشیم یسمیهموستاز گل

 ،یهپاتوپات ،ینوپاتیرت ،ینوروپات همچون یابتیدهای عارضه

استخوان گزارش شده  یو پوک ینفروپات  ،یوپاتیومیکارد

 . (25)است

 VEGF انیب زانیمطالعه ما م جینتا بر اسا  گر،یاز طرف د

 یافت شیگلوکز بالا نسبت به گلوکز نرمال  افزا طیدر شرا

گلوکز  طیدر شرا نینیبیلیس یهاغلظت یبا تمام تیمارو 

 VEGF انیب شینرمال بصورت وابسته به دوز سبب افزا

سبب  نینیبیلیگلوکز بالا اگر چه س طید، اما در شرایگرد
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 زانیغلظت، م شیبا افزا ید ولیگرد VEGF زانیکاهش م

یکه درحال. یافت شیفاکتور بصورت وابسته به دوز افزا نیا

  نینیبیلیس ییزاگر اثر ضدش و همکاران  Singhیافته های 

 دیکاهش شد ناشی ازرا  تیخاص نیا هانشان داد، آنرا 

، NOS3،  (NOSi)ییالقا دیاکسا کیتریسنتز ن

 یو فاکتور القا کننده (COX-1)1 ژنازیکلواکسیس

 Linمطالعه  جینتا .(26)ذکر نمودند  VEGFو   یپوکسیه

کاهش و  نینیبیلیس دیجد ییاثر ضد رگزا زیو همکاران  ن

مبتلا به  ییصحرا یهارا در موش VEGFمعنادار مقدار 

( به دو AMD) سن به وابسته ییماکولا بیتخر یماریب

تناقض  نی. ا(27)نشان داد  درون تنی و برون تنی صورت

از نوع  یناش تواندیمدو مطالعه مذکور با مطالعه ما  جیدر نتا

 یپوکسیمتفاوت مطالعه )ه طیاستفاده شده، شرا یهاسلول

استخراج  یهاسلول واناتیسن ح ی( و حتLiدر مطالعه 

بررسی و همکاران در  Verheyenمطالعه  نتایج باشد. شده

 یخلف ی شهیر ونیگانگل یهاسلول یبر رو نینیبیلیس ریتاث

(DRG) انیب یجبران شیافزا ینشان دهنده VEGF  و

 یها بیاز آس DRG ینقش آن در محافظت از نورون ها

 یعصب م یبازساز میو تنظ یسمیپرگلیاز ها یناش

 طیدر شرا نینیبیلیاگرچه س زی. در مطالعه ما ن(28)باشد

با  یول دیگرد VEGF زانیگلوکز بالا سبب کاهش م

فاکتور بصورت وابسته به دوز  نیا زانیغلظت، م شیافزا

 جینتادیگرهمسو با مطالعه حاضر  ایهافتهی .افتی شیافزا

 ریتاث می باشد که در بررسی و همکاران یمیمطالعه کر

 یگلوکز بالا رو تیبر سم مولیت یمریپل یها کلینانوپارت

 بالا گلوکز طیشرا در دنشان دا OEC یسلولها

و درمان  ابدی یم شیافزا OEC یهادرسلول VEGFزانیم

 یغلظت ها و انیسبب کاهش ب مولیت نییپا یبا غلظت ها

گلوکز بالا  طیشراهر دو در  VEGFانیب شیبالا سبب افزا

 . (24)گردد یو نرمال م

 

  یریگ جهینت

الا، گلوکز ب طینشان داد که در شرا مطالعه نیا یهاافتهی

  ILK انیسبب حفظ ب نینیبیلیس پایین یهادرمان با غلظت

 ا،ه افتهی نی. لذا بر اسا  اگرددیم VEGF زانیکاهش مو

 رد موثر یدرمان نینیبیلیسپایین  یهاغلظت رسد یم بنظر

 یسمیپرگلیها از یناش یسلول تیسم از هاسلول حفاظت

 زانیو کاهش م  ILKزانیم تیتثب قیطر از ابتید

VEGFباشد.می 
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