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Abstract 
Objective: The human genome consists of protective genes, which contain a sequence 
known as the antioxidant responsive element (ARE) located in their promoter regions. 
ARE is specific to the transcription factor NF-E2 related factor2 (Nrf2). This signaling 
pathway is the major defense mechanism against oxidative stress that comprises the 
chemoprotective response. The cell line that expresses the ARE reporter is sensitive for 
the detection of ARE activating compounds. It can help to identify toxicity risk and 
antioxidant activity of chemicals and drugs. 
Methods: We used a stable Huh7 ARE-reporter cell line in this study. Metabolic activity 
of these cells in different concentrations of lead (0 to 80 micromole) was evaluated by the 
MTT test. We assessed the effects of oxidative stress. We exposed the Huh7 ARE-
reporter cell line to different concentrations of lead, an oxidative stress inducer, and 
nanocurcumin, an antioxidant compound, after which we investivated luciferase activity. 
Real-time PCR was used to detected ARE\KEAP1 pathway gene expression. 
Result: Lead, at 30 μM, suppressed 50% of the cells’ metabolic activity. Cells treated 
with both lead (30 μM) and nanocurcumin at 4 μM and 8 μM had decreased luciferase 
activity compared to those treated with only lead. This activity increased when we 
increased the nanocurcumin concentration to 16 μM. Real-time PCR analysis showed 
decreased NQO1 and NRF2 expressions in cells treated with both lead (30 μM) and 
nanocurcumin (4 μM and 8 μM) compared to just lead treated cells. However, NQO1 and 
NRF2 had increased expressions in cells treated with both lead (30 μM) and 
nanocurcumin (16 μM) compared to just lead treated cells. 
Conclusion: Nano curcumin, as an antioxidant, significantly reduced the toxic effects of 
lead toxic. This effect probably occurred through the ARE\KEAP1 pathway. Hence, 
nanocurcumin could be used as an antioxidant to reduce oxidative stress. 
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 چکیده
هـا در پروموترشـان گو به آنتی اکسیدانهاي محافظت کننده است که داراي توالی عوامل پاسخژنوم انسان حاوي ژن هدف:

) ARE\KEAP1گیرد. این مسـیر پیـام رسـانی (قرار می Nrf2طور خاص تحت تاثیر عامل رونویسی ها بهاست که بیان آن
، )ARE( هـاگو به آنتی اکسیدانعوامل پاسخ ترین مکانیسم دفاعی در برابر استرس اکسیداتیو است. رده سلولی حاويمدهع

رونـد و کـار مـیهـا بـهگو به آنتی اکسـیدانهاي گزارشگر حساسی هستند که براي تشخیص عوامل فعال کنندة پاسخسلول
 ب کمک کننده باشند.توانند در شناسایی مواد اکسیداتیو همچون سرمی

متـابولیکى  فعالیـت مهـارتولید شده، اسـتفاده شـد.  Huh7-1x-ARE-lucدر این مطالعه از رده سلولی پایدار ها: مواد و روش
سنجیده شـد. در ادامـه رده سـلولی  MTTمیکرومولار) توسط آزمون  80تا  0هاي مختلف سرب (در غلظت Huh7هاي سلول

Huh7-1x-ARE-luc عنـوان یـک ترکیـب القـا کننـده اسـترس اکسـیداتیو و ی آثار استرس اکسیداتیو با سـرب بـهبراي بررس
هاي متفاوتی از این ترکیبات تیمار شد و سـپس میـزان فعالیـت لوسـیفرازي عنوان یک آنتی اکسیدان در غلظتنانوکورکومین به

 تعیین شد. Real time PCRتوسط  ARE\KEAP1هاي مسیر حسگر بررسی شد. همچنین میزان بیان ژنزیست
شـود. مـی Huh7هـاي سـلول درصدى 50 مهار متابولیکى باعثمیکرومولار سرب  30دهد که غلظت : نتایج نشان مینتایج

میکرومولـار از  30میکرومولـار از نـانوکورکومین و غلظـت  8و  4هـاي هاي تیمار شده با غلظـتفعالیت لوسیفرازي سلول
میکرومولـار ایـن  16مولار سرب) کاهش یافته است و با افزایش غلظت نانوکورکومین به میکرو 30سرب نسبت به کنترل ( 

هـاي مـورد دهـد کـه بیـان تمـامی ژننشان مـی Real time-PCRهاي حاصل از یابد. نتایج تحلیل دادهفعالیت افزایش می
 4رومولار و نانوکورکومین میک 30تیمار شده با سرب  Huh7-1x-ARE-lucدر رده سلولی  NQO1و  Nrf2بررسی شامل 

هـا در میکرومولار کاهش یافته است. از سوي دیگـر؛ بیـان ایـن ژن 30ها با سرب میکرومولار نسبت به تیمار همان ژن 8و 
 30هـا بـا سـرب میکرومولار نسبت بـه تیمـار همـان ژن 16میکرومولار و نانوکورکومین  30هاي تیمار شده با سرب سلول

 اشته است.میکرومولار افزایش د
 ARE\KEAP1اکسیدان توانسته اثر سمیت سـرب را احتمالـاً از طریـق مسـیر عنوان یک آنتینانوکورکومین بهگیري: نتیجه

 اکسیدان در کاهش استرس اکسیداتیو استفاده شود.عنوان یک آنتیتواند بهداري کاهش دهد؛ در نتیجه میطور معنیبه
 

 ها، استرس اکسیداتیو، رده سلولی گزارشگر، نانوکورکومینبه آنتی اکسیدانگو عوامل پاسخ، Nrf2کلیدواژگان: 
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 سرب تیسم يبر رو نیاثر نانوکورکوم شیپا
 

 مقدمه
امروزه با توجه به گسترش تکنولوژي و پیشرفت صـنعتی 

هـا بـا منشـأ هاي گذشـته ورود آلاینـدهجوامع بشري در دهه
انسانی مانند فلزات سنگین به داخل محیط زیست بـه مقـدار 

عنوان یک خطر جـدي بـراي ه بهزیادي افزایش یافته است ک
آید. شمار میها بهسلامت انسان و تمام موجودات و اکوسیستم

میزان ورود این فلزات سنگین به داخل محیط زیست، بیش از 
شـود؛ یندهاي طبیعی برداشـت مـیآمیزانی است که توسط فر

بنابراین تجمع فلزات سنگین در محیط زیسـت بسـیار مـورد 
أثیري که این فلزات سنگین بر مسیر خصوص تتوجه است. به

دارد باعث شـده کـه  )Oxidative stress( استرس اکسیداتیو
هاي مختلف باشـد. از موضوع مهمی براي تحقیقات در زمینه

هـا را هاي جدیدي که بتوان وجود این آلایندهجمله یافتن راه
در کمترین زمان و با دقت بالا شناسایی کرد. همچنـین یـافتن 

ی که بتوانند آثار مضر این آلاینده را به حداقل برسـاند ترکیبات
حسگرهاي فلزات بسیار اهمیت دارد. در این خصوص زیست

ایــن عنــوان یــک شناســاگر دقیــق مطــرح اســت. ســنگین بــه
حسگرها که حـاوي یـک ژن گزارشـگر تحـت کنتـرل زیست

هـاي سـنگین اسـت، در پروموتر حساس به حضور انواع یون
کند که قابـل شناسـایی و ایجاد می پیامیها حضور این آلاینده

هـا در ســنجش گیـري اسـت؛ در نتیجــه اسـتفاده از آنانـدازه
آلودگی فلزات سنگین علاوه بر سـنجش غلظـت در دسـترس 
زیستی این عناصر، داراي مزایا دیگري نظیـر صـرف زمـان و 

طور که ]. همان1ها است [هزینه کمتر و سهولت استفاده از آن
ها را کاهش ررسی ترکیباتی که بتواند اثر این آلایندهگفته شد ب

دهد زمینه دیگري از تحقیقات در خصوص فلزات سنگین را 
باز کرده است. یکی از این ترکیبات که از اهمیت خاصـی در 
 کاهش اسـترس اکسـیداتیو فلـزات سـنگین دارد، کورکـومین

)Curcumin( .است 
رقی آسیا نـه کورکومین از سالیان دور در مناطق جنوب ش

ها، تسکین تنها در قالب افزودنی به غذا بلکه براي ترمیم زخم
 ها اسـتفاده شـده اسـت. از ها و درمان بسیاري از بیماريدرد

 
 

 
 
 
 

 
 

هـاي دیرباز، تأثیر این ترکیب گیـاهی در بهبـود آلـرژي، زخم
پوســتی، تســکین معــده درد، درمــان یرقــان، اســهال خــونی، 

 -هاي عصبی، قلبیها، ناراحتیسرطانهاي مزمن چون بیماري
عروقی و مشکلات روانی مورد توجه طب سنتی بـوده اسـت. 

اي حتـی در ثیر جانبی قابـل ملاحظـهأحالی است که ت این در
هاي بالا نشان نـداده اسـت. داشـتن چنـین آثـار مفیـد و دوز

 in( آزمایشـگاهی متنوعی از طرف یک مـاده چـه در محـیط

vitro( درون بـدنی و چـه در محــیط )in vivo( بیــانگر آن ،
است که این ترکیب ارزشمند گیاهی داراي اهداف مولکـولی 

تواند چندین مسیر بیوشیمیایی را در مختلفی بوده است و می
هایی که در سه دهه بررسی] 3، 2سلول تحت تاثیر قرار دهد [

ــع  ــع، متابولیســم و دف ــه قــدرت جــذب، توزی ــر در زمین اخی
فته است، نشان دهنده جذب ضعیف و کورکومین صورت گر

متابولیسم سریع این ترکیب دارویـی و در نتیجـه محـدودیت 
مانـدگاري ضـعیف کورکـومین استفاده از آن به دلیل زیسـت

منظور حل نمودن مشکل فوق و استفاده مؤثر ]. به5، 4است [
هاي مختلفی از کاراز کورکومین در صنایع دارویی، تاکنون راه

ـــتفاده ـــه اس ـــااز ادجوانت جمل ـــل)Adjuvant( ه ها ، میس
)Missileگیري کارهـا و همچنـین بـه)، فسفولیپیدها، لیپوزوم

]. در 7، 6) استفاده شده اسـت [Nano particlesذرات نانو (
هاي پلیمـري بـا هاي اخیر، نسل جدیدي از نانوحاملپژوهش

منظور افزایش حلالیـت ، به)Dendrosome( عنوان دندروزوم
ها خانواده جدیدي از ن استفاده شده است؛ دندروزومکورکومی

و خـود مجتمـع  ناقلین کوپلیمري با ساختار کروي، فرادندانۀ
ها، است. در مقایسه با سایر ناقلین ذکر شـده از قبیـل میسـل

ــفولیپیدلیپوزوم ــا، فس ــدروزومه ــره، دن ــاي ها و غی ها از مزای
، هزینه اندك متعددي از قبیل تهیه آسان، پایداري، عدم سمیت

پــذیري، خنثــی بــودن از لحــاظ بــار تولیــد، زیســت تخریــب
الکتریکی، ساختار کروي و سهولت کاربرد برخـوردار اسـت 

کارایی نانوکورکومین دنـدروزومی، بـراي اولـین بـار در ]. 8[
) Fibrosarcomaهاي موشـی مبتلـا بـه فیبروسـارکوما (مدل

ها بـه تنهـایی تأیید شد. همچنین نشان داده شد که دندروزوم
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 و همکاران یکاووس دهیسع
 

اي دیگـر نقـش ضـد سـرطانی فاقد سمیت است. طی مطالعه
هاي موشی مبتلا به سـرطان نانوکورکومین دندروزمی در مدل

هاي ها، میسلدندروزوم]. 9آمیز گزارش شد [کولون، موفقیت
ــده ( ــه ش ــتق از Polyethylene glycol: PEGپگیل ) مش

اولـین بـار هاي اسید چرب اولئیک اسید هستند و براي واحد
زاده در در ایران و در گروه تحقیقاتی پروفسور مجید صـادقی

 است.دانشگاه تربیت مدرس، طراحی و سنتز شده
ها همچـون تأثیر مثبت کورکومین بر بسیاري از بیماري اخیراً

ـــدز  :Acquired immune deficiency syndrome( ای

AIDS(آرتریــت روماتوییــد ، )Rheumatoid arthritis( ،
هاي هاي التهابی و انواع بیماريقی، دیابت، کولیت، بیماريچا

و  )Eczema( ، اگزمـا)Psoriasis( پوستی مانند پسوریازیس
زایی آن در ... مشخص شده است. به علاوه خاصیت ضد رگ

همـین دلیـل ها بررسی و تأیید شده اسـت و بـهانواع سرطان
ري را سرعت پیشروي بیماري و میزان التهاب حاصل از بیمـا

در افراد مبتلا در اثر مصرف این ترکیب کـاهش پیـدا خواهـد 
 ].15-9کرد [

پاسخ بدن به فلـزات سـنگین توسـط مکانیسـم اسـترس 
شود. دسـته اول اکسیداتیو به کمک دو گروه آنزیمی انجام می

) که اکثر P450 )CYPsخانوادة آنزیمی سیتوکروم مربوط به 
ة آنزیمـی صـورت زدایی توسـط ایـن خـانوادفرآیندهاي سم

]. دسـته دوم روي محصـولات گـروه اول عمـل 16گیرد [می
کند و باعث افـزایش حلالیـت ایـن ترکیبـات و همچنـین می

شـود. اکثـر هاي مختلـف مـیها با مکانیسمکاهش سمیت آن
گـو بـه آنتـی روه داراي توالی عوامـل پاسـخهاي این گآنزیم

ــیدان ــا (اکس  :Antioxidant Responsive Elementsه

AREsهـا تحـت تـأثیر ) در پروموتر خود هسـتند و بیـان آن
 ].17یابد [افزایش می Nrf2عامل رونویسی 

 :NQOI ]NAD(P)Hها از جمله میزان بیان تعداد زیادي از ژن

quinone oxidoreductase 1[ ،GSH )Spontaneous 

Glutathione( ،HMOX-1 )Heme Oxygenase-1( ،GST 
)Glutathione S-Transferase(  وUGT )UDP-Glucuronyl 

Transferase(  به دنبال ورود مواد اکسیداتیو به بـدن افـزایش
طور کلی اثبات شده است کـه افـزایش بیـان ]. به18یابد [می
ها از جملـه آلایندهزدایی منجر به سم Nrf2هاي وابسته به ژن

هــا و تســکین آســیب ناشــی از درون ســلولفلــزات ســنگین 
]. 21-19شــود [هــا مــیتیو درون ارگانیســماســترس اکســیدا

ت پیشین نشان داده کـه کورکـومین اثـر سـوء فلـزات مطالعا
سنگین بر کبد مانند کاهش تولید نیتروژن اکسید شده، کاتالیز 
ــد  ــاي تولی ــباع و الق ــرب اش ــیدهاي چ ــیون اس پراکسیداس

دهد. در واقـع کورکـومین ها را کاهش میهیدروکسیل رادیکال
 mRNA ) رويNrf2/keap1/AREنویسـی (توسط سیستم رو

تأثیر گذاشته و باعث افزایش بیان  GSTYaو  NQOIهاي ژن
 ]. 22شود [ها میاین ژن

رسـد کـه نقـش کورکـومین در کـاهش اسـترس نظر میبه
ــه  ــوگیري از تخلی ــق جل ــیداتیو از طری ــف GSHاکس ــا، توق ه

 CATو  GSTsپراکسیداسیون لیپیـدها، پایـدار کـردن فعالیـت 
)Catalase ( وSOD )Superoxide dismutase ( وNQO1 

است. به علـاوه ایـن  )GPX )Glutathione peroxidase 1و 
ترکیب با ممانعت از بر هم خوردن تعادل کلسـیم در سـلول و 
اختلال در فسفریلاسیون اکسـیداتیو باعـث کـاهش آثـار سـمی 

]. در این مطالعـه 26-23شود [فلزاتی همچون سرب بر کبد می
حسـگر لوسـیفراز رده سـلولی ده است از طریق زیستسعی ش

Huh7-1x-ARE-luc هـاي مختلـف نـانوکورکومین اثر غلظت
هـاي بالـاي آن را نشـان داده زدایی سرب در غلظـتدر سمیت

 شود.
 

 هامواد و روش
حسـگر لوسـیفرازي رده سـلولی در این مطالعـه از زیسـت

Huh7-1x-ARE-luc ر مجید تولید شده در آزمایشگاه پروفسو
]. موادشیمیایی مورد استفاده 27زاده، استفاده شده است [صادقی

 Sigmaیـا  (آلمـان) Merckدر این تحقیق همگـی از شـرکت 
هاي تخلیص پلاسمید و تخلیص کیتتهیه شده است.  (آمریکا)

DNA  از شرکتBioneer  (آمریکا) تهیه شدند. در این مطالعه
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ســنتز شــده در همــین نیـز از نانوحامــل پلیمــري (دنــدروزوم) 
آزمایشگاه براي رسـانش کورکـومین بـه سـلول اسـتفاده شـد. 

طی واکـنش استریفیکاسـیون  OA-400هاي دندروزومی حامل
)Esterification) و  3/0) اولئیـل کلریـد (گــرمPEG 400 )4 

عنوان گرم) و کلروفرم به 2/1گرم)، در حضور تري اتیل آمین (
 OA-400ین دنـدروزومی حلال، ساخته شد. در نهایـت، حـامل

پس از جداسازي نمک تري اتیل آمین هیدروکلرید از فاز آلـی 
گـراد و در شـرایط درجه سـانتی 40و تبخیر کلروفرم در دماي 

 ]. 9دست آمد [ساعت، به 4مدت خلأ به
 

 به سرب Huh7هاي سنجش حساسیت سلول
، Huh7هـاي منظور بررسی قابلیـت متـابولیکی سـلولبه

MTT ]-2,5-thiazolyl)-2-Dimethyl-(4,5-3واکــــــنش 

tetrazolium bromide-2H-diphenyl [هـا در ایـن سـلول

 میکرومولار از سرب آزمایش شد. 80-0دامنۀ غلظتی 
 

هاي سنجش میزان بیان پایۀ لوسیفراز در سلول

 ترانسفکت شده با دستگاه لومینومتر
که قبلـاً ترانسفکشـن موفـق سـازه  Huh7از رده سلولی 
pGL4.26/ARE ها صورت گرفته بود صورت پایدار در آنبه

براي سنجش میزان بیـان لوسـیفراز اسـتفاده شـد. بـراي ایـن 
ها انجام شد بـه ایـن ها، لیز آنمنظور بعد از کشت این سلول

هـا بـا روش که بعد از تخلیه محیط کشت و شستشـو سـلول
PBS )Phosphate buffered saline(  70بـه هـر چاهـک 

بـر دقیقـه  20-15بافر لیز اضافه و پلیت به مـدت میکرولیتر 
آوري شده عصاره سلولی جمع .تکان داده شد خیظرف  يرو
 بـاتیترکشدید شـد.  )Vortex( دقیقه ورتکس 2-1مدت به

 .باشدیم 1مورد استفاده طبق جدول  یسلول زیبافر ل
 

 یسلول زیبافر ل باتیترک 1جدول 
 

 PMSF EDTA Triton X100تئاز مهار کننده پرو NaCl Tris-Cl مواد
 یک درصد یک میلی مولار یک میلی مولار میلی مولار  150 میلی مولار  150 غلظت

 
 PMSFتهیه شـد. همچنـین پـودر  4/7نهایی  pHاین بافر در 

)Phenylmethane sulfonyl fluoride ( درDMSO 
)Dimethyl sulfoxide ( گـراد درجـه سـانتی -20حل و در دماي

 قبل از شروع کار به بافر لیز سلول اضافه شد. ري شد و دقیقاًنگهدا
 5بــا میکرولیتـراز محصــول لیــز شـدة حســگر زیســتی  5 

هـاي مخصـوص در داخـل لولـهکمـپلکس سـنجش میکرولیتر 
کـه روي طـول مـوج مخلوط و به دستگاه لومینـومتر لومینومتر 

شده بود منتقل شد. سپس نـور تولیـد شـده نانومتر تنظیم  560
بر حسب  يفرازیلوس تیفعال وسط دستگاه لومینومتر بر حسبت

بـر  يفرازیلوسـ تیـفعالخوانده شد. میـزان  )RLU/Sec( هیثان
نشان دهنده میزان فعالیت آنزیم لوسیفراز بیان شده  هیحسب ثان
 آمیز ترانسفکشن است.ها بعد از انجام موفقیتدر سلول

 زانیـش مسـنج يمورد استفاده برا يمقدار مواد و بافرها
 باشد.یم 2نور ساطع شده طبق جدول 

 
 مورد استفاده در واکنش سنجش نور ساطع شده يمواد و بتفرها 2جدول 

 
 CCLRبافر لیز  تریس فسفات دي تیوتریتول گلیسرول X-100تریتون  بافر تریس MgSo4 ATP لوسیفرین مواد

 غلظت
2 

 میلی مولار
10 

 میلی مولار
4 

 میلی مولار
50 

 ارمیلی مول
10  

 درصد
10  

 درصد
2 

 میلی مولار
25 

 میلی مولار
X 1 
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هاي ترانسفکت شـده سنجش حساسیت سلول

 به سرب
 بـراي بررسـی میـزان فعالیـت لوسـیفرازي رده سـلولی 

Huh7-1x-ARE-luc ،(ســرب) در حضــور مــاده اکســیداتیو

 80-0هـاي مختلـف سـرب ( هـا بـا غلظـتتیمار این سلول

سپس طبق روش ذکـر شـده در  میکرومولار) صورت گرفت.

بالا میزان فعالیت لوسیفرازي آن با دستگاه لومینومتر سـنجیده 

 شد.

 

حسـگر در زیسـتسنجش فعالیت لوسیفرازي 

 هاي متفاوت نانوکورکومینحضور غلظت
حسـگر لوسـیفراز تحـت تیمـار بـا به این منظور زیسـت

میکرومولار نانوکورکومین قرار گرفت.  16و  8، 4هاي غلظت

هاي تیمار شده با نانوکورکومین طبـق پس لیز سلولی سلولس

روش ذکر شده در بالا انجام شد و پس از مخلوط با کمپلکس 

سنجش، میزان فعالیت لوسـیفرازي آن بـا دسـتگاه لومینـومتر 

 سنجیده شد. 

 

هـاي تحـت سنجش فعالیت لوسیفرازي سلول

هـاي نـانوکورکومین و تیمار همزمان غلظـت

 سرب 
هاي متفـاوت نـانوکورکومین بررسی آثار غلظتمنظور به

حسـگر هاي حاوي زیسـتبر خاصیت اکسیدانی سرب سلول
میکرومولـار از  30تحت تیمـار همزمـان غلظـت لوسیفرازي 

میکرومولـــار از  20و  16، 8، 4هـــاي ســـرب و غلظـــت
 نانوکورکومین قرار گرفتند. بعد از گذشـت زمـان تیمـار ایـن 

 

انجام شد و بعد از مخلوط نمودن با  هاها لیز سلولی آنسلول

هاي تحـت کمپلکس سنجش میزان فعالیت لوسیفرازي سلول

 تیمار با دستگاه لومینومتر خوانده شد.
 

 )cDNAمکمل ( DNAو سنتز  RNAاستخراج 
هــاي کــه تحــت تیمارهــاي مختلــف از از تمــامی ســلول

هاي سرب و نانوکورکومین گرفته بودند، براي بررسـی غلظت

انجام شد. بعـد  RNAهاي مورد نظر، استخراج بیان ژنمیزان 

، RNAطبق دستورالعمل کیت اسـتخراج  RNA از استخراج 

ترتیــب توســط اســتخراج شــده بــه RNAکیفیــت و کمیــت 

 Thermo Fisherدستگاه نانودراپ (الکتروفورز روي ژل و 

Scientific Incسنجش شد. سپس سـاخت  )، آمریکاDNA 

) cDNA )complementary DNAمکمل توسط کیت سنتز 

 Revert AID TMآلمـان ( Fermentaseمحصول شـرکت 

First St SLEnd cDNA Synthesis Fermentase انجـام (

 شد.

 

 RT-PCRسازي آغازگرها براي انجام آماده
، NCBIطراحی آغازگرها توسط ابزار طراحی آغـازگر سـایت 

ـــی  ـــه آدرس اینترنت  /http//www.ncbi.nlm.nih.gov/toolsب

primer-blast/index.cgi?LINK=BlastHome  .انجام گرفت

ژنـومی، آغازگرهـا طـوري  DNAبراي جلوگیري از تکثیر 
طراحی شد که اتصـالات اگزونـی را تکثیـر نماینـد. بـدین 

ترتیب واکـنش بـه نفـع قطعـه کوچـک حاصـل از الگـوي 
cDNA  و نهDNA  ژنـومی حـاوي تـوالی اینترونـی پـیش

عنـوان کنتـرل داخلـی به Gapdhز ژن رفت. در این پروژه ا

استفاده شد. توالی و مشخصات آغازگرهاي به کار رفته بـه 

 .)3شرح زیر بود (جدول 
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 Real-time PCRو  RT-PCRهاي نام و مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در واکنش 3جدول 

 
 دماي اتصال اندازه (باز) )’3-’5توالی ( ژن

NRF2 
F5’-ATCCATTCCTGAGTTACAGTGTCT -
3’ 
R5’-TGGAGAGGATGCTGCTGAAG -3’ 

203 60 

NQO1 
F5’-CCAATTCAGAGTGGCATTCTGC -3’ 
R5’-GGAAGTTTAGGTCAAAGAGGCTG -
3’ 

190 60 

 

 RT-PCRها به روش بررسی بیان ژن
هاي براي اطمینان از یکسان بودن ترکیبات در همه تیوب

PCR) یک محلول اصـلی ،Master mixت ) از کلیـه ترکیبـا

ساخته شد. واکـنش  cDNAمورد استفاده به غیر از آغازگر و 
PCR  میکرولیتر دردسـتگاه ترموسـایکلر انجـام  20در حجم

 .)4شد. مراحل انجام واکنش به صورت زیر بود (جدول 

 
 RT-PCRبرنامه دمایی و زمانی واکنش  4جدول 

 

دماو زمان واسرشت 
)Denaturationاولیه ( 

 چرخه 30-35
طویل شدن  دما و زمان

 دما و زمان واسرشت نهایی
دما و زمان اتصال 

)Annealing( 
دما و زمان طویل 

)Extentionشدن ( 

درجه  95دقیقه در دماي  10
 گرادسانتی

درجه  95ثانیه در دماي  20
 گرادسانتی

 مطابق–ثانیه  30
درجه  95ثانیه در دماي  20

 گرادسانتی
درجه  72دقیقه در دماي  7

 دگراسانتی

 

Quantitative Real-time PCR. 
-Realواکـنش  RT-PCRبعد از الکتروفورز محصولات 

time PCR .هـاي مـورد نظـر بـر تعیین کمیت ژن انجام شد
) Comparative quantificationاي (اســاس روش مقایســه

، آغازگرهاي SYBR Greenانجام گرفت. براي این منظور از 

عنوان ژن کنتـرل به Gapdhهاي هدف و اختصاصی براي ژن

 Step Oneداخلی اسـتفاده شـد. ایـن واکـنش روي دسـتگاه 

)ABIمیکرولیتر و طبق برنامه توصـیه  10) در حجم ، آمریکا

چرخـه انجـام  40شده توسط شرکت ارایه کننده کیت بـراي 

 Graphافـزار و نـرم Ct-2∆∆شد. میزان بیان ژن با اسـتفاده از 

pad سه شد.ها مقایمحاسبه و بین گروه 

 

 هاي آماريتحلیل
هاي آماري ایـن مطالعـه بـا اسـتفاده از روش کلیه تحلیل

∆Ct افزار و با استفاده از نرمgraphpad prism 6 .انجام شد 
 

 نتایج
ــل  ــه حاص ــداري ک ــلولی پای ــق از رده س ــن تحقی در ای

یــک ســازة ( pGL4.26/AREترانسفکشــن ســازه نوترکیــب 
پرومـوتر پاسـخگو  است که حاوي ژن گزارشگر تحت کنترل

براي شناسایی مواد اکسـیداتیو طراحـی و  ها استبه اکسیدان
است و نتـایج آن در مقالـه  Huh7به رده سلولی شده است) 

] ذکر شده، براي بررسی سـمیت سـرب و تـأثیر 27مطهري [
 نانوکورکومین بر سمیت سرب استفاده شده است. 

 

هـاي تعیین حساسـیت سـلولنتایج حاصل از 

Huh7 سرب به 
هاي تیمار نتایج حاصل از بررسی قابلیت متابولیکی سلول
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میکرومولـار  80-0هاي مختلف با حضور غلظت Huh7شده 
نشان داده شده اسـت.  1ساعت در شکل  48سرب، در مدت 

MTT سـاعت  48هاي تحت تیمار بعد از گذشـت این سلول
طور که در شـکل مشـخص اسـت، نتـایج انجام شد که همان

میکرومولار از سرب متابولیسم  35هد که در غلظت دنشان می
 شود.ها مهار مینیمی از سلول

 

حسـگر نتایج حاصل از سنجش فعالیت زیست

 Huh7-1x-ARE-lucلوسیفرازي رده سـلولی 

 در حضور سرب
ــت ــط زیس ــرب توس ــمیت س ــایش س ــراي پ ــگر ب حس

هـاي هاي مورد نظر تحت تیمار بـا غلظـتلوسیفرازي، سلول
نشان داده  2ب قرار گرفتند. نتایج آن در شکل مختلفی از سر

دهـد کـه شده است. نتایج حاصل از این سـنجش نشـان مـی
میکرومولار  30حسگر لوسیفرازي مورد نظر در غلظت زیست

) بیشترین فعالیت p=0005/0داري (از سرب به صورت معنی
 دهد.لوسیفرازي را از خود بروز می

 

رکومین بـر پایش آثار نـانوکونتایج حاصل از 

ــیداتیو توســط زیســت ــترس اکس حســگر اس

  Huh7-1x-ARE-lucلوسیفرازي رده سلولی 
هـاي حسگر تحت تیمـار بـا غلظـتبه این منظور زیست

متفاوتی از نانوکورکومین قرار گرفت. مطالعات مختلف نشان 
هـاي پـایین داراي خاصـیت اند که کورکومین در غلظـتداده

ــت ــیدانی و در غلظ ــی اکس ــیت آنت ــاتر داراي خاص ــاي بال ه
ــه ــلولی برنام ــرگ س ــاي م ــیدانی و الق ــده پرواکس ــزي ش ری

)Apoptosis16و  8و  4هـاي ) است. به همین دلیل غلظـت 
میکرومولــار از نــانوکورکومین بــراي تیمــار انتخــاب شــدند. 

 هاي تیمار شده مشخص است نمونه 3طور که در شکل همان
 

نوکورکومین کـه در آن میکرومولار از نـا 8و  4هاي با غلظت
طور تقریبی فاقد فعالیـت شود بهاسترس اکسیداتیو ایجاد نمی

میکرومولـار نـانوکورکومین  16لوسیفراز است. اما در غلظت 
) بـه p=0075/0داري (طور معنیتشدید فعالیت لوسیفرازي به

افتـد کـه بیـانگر ایـن اتفاق مـی AREعلت افزایش تحریک 
در ایـن غلظـت القـا کننـدة  مطلب اسـت کـه نـانوکورکومین

 استرس اکسیداتیو است.
 

نتایج حاصل از بررسی تیمار همزمان سرب و 

هاي مختلف نانوکورکومین بـر فعالیـت غلظت

 لوسیفرازي
هــاي مختلــف آثــار دو ســویه نــانوکورکومین در غلظــت

کند. به منظور بررسی اکسیدانی و آنتی اکسیدانی را اعمال می
آثار اکسیداتیوي سرب از تیمار همزمان تأثیر نانوکورکومین بر 

 30هاي متفـاوتی از نـانوکورکومین و سـرب (غلظـت غلظت
میکرومولـار از  16و  8، 4هاي میکرومولار از سرب و غلظت

حسگر لوسیفرازي آزمـایش شـد. نانوکورکومین) روي زیست
 30هاي تیمار شده با غلظـت دهد که در نمونهنتایج نشان می

ــار از ســ ــار از  8و  4هــاي رب و غلظــتمیکرومول میکرومول
هـاي نانوکورکومین، میزان بیان لوسیفرازي نسـبت بـه نمونـه

میکرومولـار از سـرب، بـه علـت  30تیماري تنها بـا غلظـت 
خاصیت آنتی اکسیدانی نانوکورکومین در این غلظت کـاهش 

هاي تیمار شده با غلظـت یافته است. از سوي دیگر؛ در نمونه
از نـانوکورکومین بـه  16ز سـرب و غلظـت میکرومولار ا 30

علت خاصیت اکسیدانی نانوکورکومین، میزان بیان لوسیفرازي 
میکرومولـار از  30هاي تیماري تنها با غلظـت نسبت به نمونه

هاي تیمار شده بـا سـرب سرب افزایش یافته است. در سلول
هاي تیمار نشده کنتـرل منفـی میکرومولار نسبت به نمونه 30

ایش نور به علت خاصیت اکسیدانی سرب مشاهده شد نیز افز
 ).4 (شکل
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 میکرومولار از سرب تیمار شدند. 80-0ها با غلظت ؛ سلولMTTبا آزمون  Huh7 هاياثر سمیت سرب بر سلول 1شکل 

 

 
 

 ربهاي متفاوتی از سدر حضور غلظت Huh7-1x-ARE-lucحسگر لوسیفرازي رده سلولی سنجش فعالیت زیست 2شکل 
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میکرومولار از نانوکورکومین که القا کنندة استرس اکسـیداتیو و  16. غلظت Huh7-1x-ARE-lucحسگر لوسیفرازي رده سلولی تعیین اختصاصیت زیست 3شکل 
تـر کـه در آن اسـترس ي پـایینهـادهد؛ اما غلظـتمیکرومولار از سرب ( مادة اکسیداتیو)، فعالیت لوسیفراز را افزایش می 30است، مانند غلظت  AREدر نتیجه 

 کند.میکرومولار) همچون کنترل منفی تغییري در بیان لوسیفراز ایجاد نمی 8و  4هاي افتد (غلظتاکسیداتیو اتفاق نمی

 

 
 

اسـت فعالیـت لوسـیفراز  AREیو و در نتیجه میکرومولار از نانوکورکومین که القا کنندة استرس اکسیدات 16هاي مختلف نانوکورکومین با سرب؛ غلظت تیمار همزمان غلظت 4شکل 
 میکرومولار نانوکورکومین فعالیت لوسیفراز را کاهش داده است.  8و  4هاي افتد. غلظتتر که در آن استرس اکسیداتیو اتفاق نمیهاي پاییندهد؛ اما غلظترا افزایش می

 82 1395پاییز ، 3، شماره 19، دوره آسیب شناسی زیستی هايپژوهش 82



 سرب تیسم يبر رو نیاثر نانوکورکوم شیپا
 

 
 

 
 

هـاي مـذکور در میکرومولار نسبت به کنترل؛ همچنین کاهش بیان ژن 30هاي تیمار شده با سرب نهدر نمو NQO1 و Nrf2هاي آنتی اکسیدانی افزایش بیان ژن 5شکل 
انـد و افـزایش بیـان میکرومولار تیمار شده 30هایی که تنها با سرب میکرومولار در مقایسه با نمونه 30میکرومولار و سرب  8و 4نمونه هاي تیمار شده با نانوکورکومین 

 شود.میکرومولار مشاهده می 30هاي تیمار شده با سرب میکرومولار نسبت به نمونه 16هاي تیمار شده با نانوکورکومین در نمونه NQO1و  Nrf2هاي ژن
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  Real time-PCRهاي نتایج تحلیل داده
 کـه  NQO1و  Nrf2ژن  بیـان ،cDNAپس از سـاخت 

هسـتند،  ARE/KEAP1رسـانی هاي اصلی در مسیر پیـامژن
میکرومولار  16و  8، 4هاي هاي تیمار شده با غلظتهبین نمون

هـاي میکرومولار و نمونه 30از نانوکورکومین همراه با سرب 
 تیماري با سرب به تنهایی و نمونه کنترل تیمار نشده مقایسه

 شد. 
 ، Real-time PCRبررسـی از دسـت آمـدهنتایج به طبق

ــان ــه Nrf2ژن  بی ــا ســرب در نمون ــار شــده ب ــاي تیم  30ه
هاي کنترل افزایش یافته است کـه میکرومولار نسبت به نمونه

هـاي تیمـار شـده بـا دار بود. در نمونهاز نظر آماري نیز معنی
 30میکرومولــار بــه همــراه ســرب  8و  4نــانوکورکومین 

 30هــایی کــه تنهــا بــا ســرب میکرومولــار نســبت بــه نمونــه
یافتـه اند، میزان بیـان ایـن ژن کـاهش میکرومولار تیمار شده

است که طبق انتظار محققان حاضر بود؛ زیـرا نـانوکورکومین 
ــت ــیدانی دارد. در در غلظ ــی اکس ــیت آنت ــایین خاص ــاي پ ه

میکرومولـار بـه  16هاي تیمار شـده بـا نـانوکورکومین نمونه
هاي کـه تنهـا بـا میکرومولار نسبت به نمونه 30همراه سرب 

ین ژن به علت اند میزان بیان امیکرومولار تیمار شده 30سرب 
هاي بالـا افـزایش خاصیت اکسیدانی نانوکورکومین در غلظت

 داشته است.
هـاي تیمـار در نمونه NQO1ژن  در خصوص میزان بیان

هـاي کنتـرل میکرومولـار نسـبت بـه نمونـه 30شده با سرب 
شود که این افـزایش از نظـر افزایش بیان این ژن مشاهده می

ــی ــز معن ــآمــاري نی ــود. در نمون ــا هدار ب هــاي تیمــار شــده ب
 30میکرومولــار بــه همــراه ســرب  8و  4نــانوکورکومین 

 30هــاي کــه تنهــا بــا ســرب میکرومولــار نســبت بــه نمونــه
اند، میزان بیـان ایـن ژن کـاهش یافتـه میکرومولار تیمار شده

میکرومولـار بـه  16هاي که با نانوکورکومین است و در نمونه
بودنـد، نسـبت بـه میکرومولـار تیمـار شـده  30همراه سرب 

انـد، میکرومولـار تیمـار شـده 30هایی که تنها با سرب نمونه
 ).5افزایش میزان بیان این ژن مشاهده شد (شکل 

 

 بحث
هاي آزاد و از سوي دیگر عوامل محیطی اکسیداتیو رادیکال

قابلیت آسیب رساندن به اسیدهاي نوکلئیک  مثل فلزات سنگین،
ها را ر عملکرد این ماکرومولکولها و ایجاد اختلال دو پروتئین

تـرین دارند. در مطالعات اخیر استرس اکسیداتیو یکی از کشنده
هاي مؤثر سمیت فلزات سنگینی همچون سرب مطرح مکانیسم

هاي متعددي را براي مواجهه بـا شده است. بدن انسان مکانیسم
هـا تـرین آنگیرد که مهمهاي اکسیداتیو در پیش میاین استرس

در صورت برهم خوردن تعادل بین  ها است.آنتی اکسیدان تولید
شـود کـه هـا شـرایطی ایجـاد مـیاکسـیداناین ترکیبات و آنتی

]. در نتیجـه فعـال شـدن 28شود [استرس اکسیداتیو خوانده می
مسیر استرس اکسیداتیو در سلول در اثـر مواجهـه بـا ترکیبـات 

هاي یان ژناکسیدان از جمله فلزات سنگینی چون سرب میزان ب
در پروموتورشـان  AREمسئول این مسـیر کـه حـاوي تـوالی 

یابد و در اثر کاهش عامل استرس اکسـیداتیو هستند افزایش می
ها نیز کاهش می یابد. عوامل متعددي که اکثرا جـز بیان این ژن

توانند در کاهش اسـترس اکسـیداتیو ها هستند، میاکسیدانآنتی
هاي مربوط به این کاهش بیان ژن مؤثر باشند و در نهایت باعث

نتیجـه ]. یکی از این ترکیبات کورکومین است. 29مسیر شوند [
هایی که تا به امـروز روي کورکـومین صـورت گرفتـه پژوهش

دهد که این ماده با تأثیر بر مسیرهاي متابولیک سلولی، نشان می
هـاي مربـوط بـه خاصیت شـلاته کننـدگی و افـزایش بیـان ژن

 (Nrf2/keap1/ARE)توکسی کننده از طریق مسیر هاي دآنزیم
دارد و باعث کـاهش سـمیت فلـزات سـنگین همچـون سـرب 

شود. مکانیسم اثر آن بدین ترتیب اسـت کـه کورکـومین بـا می
باعــث تغییــر  Keap1سیســتئین در عامــل  مانــده یبــاق رییــتغ

شده و در نتیجـه  Nrf2/keap1کمپلکس  ي (شکل)بندصورت
شــده و بــه هســته مهــاجرت کــرده و بــه آزاد  Nrf2آن عامــل 

یابد. به عبـارت اتصال می AREصورت هترودایمر به پروموتر 
هـاي حـاوي پرومـوتر دیگر؛ کورکومین باعث افزایش بیـان ژن

ARE هـا مسـیر شده و در نتیجه افزایش بیان ایـن دسـته از ژن
هاسـت فعـال شـده و استرس اکسیداتیو که وابسته بـه ایـن ژن
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ی که در اثر فلزات سنگینی همچون سرب ایجـاد تواند سمیتمی
]. مطالعات مختلـف نشـان داده کـه 22شود را کاهش دهد [می

میکرومولـار داراي  10تـر از هـاي پـایینکورکومین در غلظـت
هـاي بالـاتر از آن داراي اکسـیدانی و در غلظـتخاصیت آنتـی

ریــزي شــده و اســترس خاصــیت القــاي مــرگ ســلولی برنامــه
 ].30ست [اکسیداتیو ا

حسـگر لوسـیفرازي کـه در ایـن تحقیـق از آن در زیست
عنـوان یـک اکسـیدان باعـث استفاده شده است، فلز سرب به

در پروموترشان  AREهاي در بردارنده توالی افزایش بیان ژن
)NQOI (شود و این امر احتمالاً توسط رهـایی و افـزایش می

ن لوسیفراز پذیرد و به دنبال آن بیان ژصورت می  Nrf2عامل
هـاي بالـا هم افزایش خواهد یافت. نانوکورکومین در غلظـت

رسد باعث افزایش مانند یک اکسیدان عمل کرده و به نظر می
و افزایش بیان لوسیفرازي خواهـد شـد. امـا  NQOIبیان ژن 

میکرومولـار داراي  10هاي کمتـر از نانوکورکومین در غلظت
 NQOIالت بیـان ژن اکسیدانی بوده و در این حخاصیت آنتی

و عـدم  Ubiquitination( Nrf2( به دلیل یوبیکوئیتیناسـیون
 ، کاهش خواهد یافت.AREافزایش رونویسی از توالی 

ــی ــان ســلولانتظــار م ــا ســرب و رود تیمــار همزم هــا ب
هـاي در هاي پایین نانوکورکومین باعث کاهش بیان ژنغلظت

و  NQOI در پروموترشـان همچـونARE بردارنـده تـوالی 
شده و ایـن امـر بـا کـاهش بیـان  باعث کاهش سمیت سرب

 لوسیفرازي قابل ردیابی است. 
ــی ــایج بررس ــه نت ــان داد ک ــر نش ــان حاض ــاي محقق ه

) قادر به pGL4.26-AREحسگر سلولی ساخته شده (زیست
اسـت. در ایـن  Nrf2-AREردیابی مـواد القـاء کننـدة مسـیر 

میکرومولـار  80تا  0هايآزمایش بیان ژن لوسیفراز در غلظت
داد میـزان بیـان ژن گزارشـگر سرب بررسی شد که نشان مـی

یابـد و همراه با افزایش مقـدار مـادة اکسـیداتیو افـزایش مـی
میکرومولار بـراي  30کاهش بیان ژن گزارشگر بعد از غلظت 

هـا سرب به دلیل اثر مهارکننـدگی آن روي متابولیسـم سـلول
مشخص است  MTTمون طور که نتایج آزافتد. هماناتفاق می

ها درصد سلول 50میکرومولار از سرب متابولیسم  35غلظت 
 کند. را مهار می

ــیفراز در محــدودة  ــان ژن لوس ــی بی ــا  4بررســی منحن  16ت
و  4هاي دهد که در غلظتمیکرومولار از نانوکورکومین نشان می

شود میکرومولار از نانوکورکومین که استرس اکسیداتیو القا نمی 8
توان اظهار کرد که ژن لوسیفراز بسیار کم است و در واقع می بیان

بیان ژن لوسیفراز مانند کنترل منفی که نمونۀ بـدون تیمـار اسـت 
 16وجود ندارد یا بسیار کم اسـت و بـا افـزایش غلظـت آن بـه 

 یابد.میکرومولار بیان ژن گزارشگر نیز افزایش می
ــان ژن ــراي بررســی بی  در ســطح NQOIو  Nrf2هــاي ب

mRNA  و تأیید نتایج حاصل از آزمایش لوسـیفراز، آزمـایش
Real time PCR هاي حاصل نیز انجام شد. نتایج تحلیل داده

هـاي دهد کـه بیـان تمـامی ژننشان می Real time-PCRاز 
 Huh7هـاي در سـلول NQOIو  Nrf2مورد بررسـی شـامل 
 8و  4میکرومولـار و نـانوکورکومین  30تیمار شده با سـرب 

ــه تیمــار همــان ژنمیک ــار نســبت ب ــا ســرب رومول ــا ب  30ه
هـاي میکرومولار کاهش یافته است. از سوي دیگـر؛ بیـان ژن

Nrf2  وNQOI هاي در سلولHuh7  30تیمار شده با سرب 
میکرومولار نسبت بـه تیمـار  16میکرومولار و نانوکورکومین 

میکرومولار افزایش یافته اسـت و در  30ها با سرب همان ژن
هاي تیمار شده با رفت در سلولطور که انتظار میه هماننتیج

هاي تیمار نشده کنتـرل، میکرومولار نسبت به نمونه 30سرب 
به  NQOIو  Nrf2هاي مسیر آنتی اکسیدانی از جمله بیان ژن

افزایش یافته است. در نهایـت  اکسیدانی سرب علت خاصیت
مین هـاي مختلـف نـانوکورکوتوان اظهار کرد کـه غلظـتمی

احتمالـــاً ایـــن قابلیـــت را دارد کـــه عوامـــل مهـــم مســـیر 
ARE/KEAP1  ــون ــه NQOIو  Nrf2همچ ــم ب ــوان را ه عن

بدهـد. در ایـن  اکسیدان تحت تأثیر قـراراکسیدان و هم آنتی
میکرومولار نـانوکورکومین احتمالـاً  8و  4هاي مطالعه غلظت

سمیت  باعث ARE/KEAP1با اثر گذاشتن روي عوامل مسیر 
توانـد در مواد اکسیداتیوي چـون سـرب شـد کـه مـی زدایی

ها از حد زدایی افرادي که غلظت سرب پلاسماي خون آنسم
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 مجاز عبور کرده است مؤثر باشد.
 

 تشکر و قدردانی
گروه  در زادهپروفسور مجید صادقی جناب از وسیلهبدین

ژنتیک دانشگاه تربیـت مـدرس و جنـاب آقـاي دکتـر هـادي 
م پژوهشگاه علوم انتظـامی کـه حمایـت شیرزاد ریاست محتر

 تشـکر و انـد؛ قـدردانیمالی این پـروژه را بـر عهـده داشـته

 شود.می
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