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. فـاکتور نکـروز   دیابت به عنوان یک بیمـاري التهـابی کـه بـا اخـتلالات متابولیسمی همراه است، شناخته می شـود زمینه و هدف:
-Tumor necrosis factor)دهنده تومور آلفا Alpha, TNF-α)  یکی از سایتوکاین هاي اصلی التهابی بوده و نقش مرکزي در دفـاع

جهـت کـاهش عـوارض التهـاب از     میزبان، التهاب و عملکرد سیستم ایمنی دارد. مصرف گیاهان دارویی مختلـف از جملـه زنجبیـل در   
فـاکتور  روالکلی زنجبیل بـر میـزان بیـان   . در این تحقیق به بررسی اثر غلظت هاي مختلف عصاره هیدهاي دور رایج بوده استگذشته

)مشتق از مغز استخوان پرداخته شد.Mesenchymal stem cells, MSCs(در سلول هاي بنیادي مزانشیمیآلفا–نکروز تومور
سلول هاي بنیادي مزانشیمی در گروه شاهد بدون دریافت عصاره زنجبیل و شش گروه تیمـار بـا عصـاره هیـدروالکلی     روش کار:

ي شاهد و تیماراز سلول هاRNAساعت مورد مطالعه قرار گرفتند. 24و16، 2و در زمان هاي 50و μg/ml100ل با غلظت هاي زنجبی
-ctΔΔبررسی قرار گرفت. با اسـتفاده از موردReal Time PCRبه روش TNF-α، میزان بیان ژن cDNAو پس از سنتز هاستخراج شد

مورد ارزیابی قرار گرفت.t-testنتایج با سنجیده وTNF-αمیزان بیان ژن 2
کـاهش  TNF-αساعت، براي ژن 24و16به مدت100وμg/ml50نمونه هاي تیمار شده با عصاره زنجبیل با غلظت هاي یافته ها:

در سایر گروه هاي تیمار بیان معنی داري مشاهده نشد.).p>05/0(معنی داري نشان دادند
،نشان دهنده اثر دراز مدت این عصـاره در مقایسـه بـا    TNF-αتایج به دست آمده، این کاهش میزان بیان با توجه به ننتیجه گیري: 

وابسته به غلظت و زمان تیمار می باشد.TNF-αزنجبیل بر میزان بیان ژن التهابی  راعته آن بوده است. بنابراین تاثیس2اثر کوتاه مدت 

.، سلول هاي بنیادي مزانشیمی، دیابتآلفادهنده تومور زنجبیل، فاکتور نکروز :واژه هاي کلیدي

مقدمه
دیابت مجموعه اي از ناهنجاري هاي متابولیکی اسـت 
کـه در اثر اختلال ترشح انسـولین، عملکـرد انسـولین یـا 

منجر به افزایش قند خون می هـر دو ایجاد شده و 
معضل در حال گسترش جوامع این بیماري،).2(شـود

ه بـا افزایش مرگ و میر همراه می باشد. کنتـرل اسـت ک
قند خون و افـزایش حساسـیت بـه انسـولین سـبب 

هاي خون در بیماران کـاهش التهاب و اختلالات چربی 
عوارض دیابـت از ابتلاي این بیماران بهدیابتی شده و

). کمبود و یا کاهش نسبی 28،24(پیشـگیري مـی کنـد
بیماري با عوارض متابولیکی حاد میزان انسولین در این 

نظیر اغماي هیپراسمولار و یا یک اختلال متابولیک مزمن 
،لوب در دراز مدت نظیر ریتینوپاتیو عوارض نامط

ی عروق کلیوي، نوروپاتی، ضایعات پوستی، گگرفت
اختلالات سیستم قلب و گردش خون همراه می باشد. 

بروز عوارض متابولیک دیابت قندي با هیپرگلیسمی و
اختلال در متابولیسم مواد غذایی شامل پروتئین ها، 

هاي در سال.کربوهیدرات ها و لیپیدها مشخص می گردد
علی رغم پیشرفت هاي فراوان در زمینه ترکیبات اخیر،

مله سنتزي دارویی هنوز بیماري هاي بسیاري، از ج
وجود دارند که (دیابت)عفونت ها و ناراحتی هاي مزمن
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ل قابل درمان نیستند. علاوه بر آن مصرف به طور کام
فرآورده هاي دارویی بسیاري که در درمان دیابت به کار 

وارض و مشکلاتی براي بیمار است. می روند، داراي ع
درمان ها از دیر باز درگیاهان دارویی و مشتقات آن

با افزایش میزان (که مستقیماًدیابت و عوارض ناشی از آن
. ی مرتبط می باشد) مطرح بوده اندببیان ژن هاي التها

امروزه گرایش مجددي به مصرف گیاهان دارویی به 
خاطر کم بودن عوارض سوء جانبی و گوناگونی 

ها به وجود آمده است. ترکیبات موثره موجود در آن
-) یکی از این گیاهان میZingiber officinaleزنجبیل(

،ریتآرتاین گیاه در درمان گلودرد، سردردها،باشد.
ها و آنفلونزا تب و درد ناشی از انواع سرماخوردگی

ترکیب 50). بیش از 13،12، 20(استفاده می شود
مختلف در روغن فرار و معطر زنجبیل شناسایی شده 

یدي و سزکوییئاز نوع ترکیبات مونوترپنواست که اکثراً
ترپنوییدي می باشند. تندي زنجبیل تازه نیز به علت وجود 

-6از جمله بات فنولی به نام جینجرول هاترکیبرخی 
دهیدراته این ترکیبات مانند جینجرول است. فرم 

سایر .)3(ا نیز در زنجبیل خشک دیده می شودول هشوگا
دي هیدرو - 3در زنجبیل شامل ترکیبات موجود

ها، پارادول ها، دي هیدرو پارادول ها، مشتقات شوگاول
مشتقات مونو و دي استیله جینجرول ها، جینجردیول ها، 

دهیدرو جینجردیون ها، دي -1استیل جینجردیول ها، 
ید ها، مشتقات متیل اتر ها، مشتقات فرولیک ئآریل هپتانو

-میو غیرهاسید، ترپن هایی مانند زیینجرون و زینجرول

زنجبیل یک ماده ایمن شناخته شده است و).3،37باشند(
ن یک مکمل را به عنواسازمان غذا و داروي آمریکا آن

(GRAS)غذایی در مرتبه Generally Recognized As

Safeترشح شده ). سایتوکاین ها پروتئین هاي 3(می داند
و سازشی هستند که بسیاري از از سلول هاي ایمنی ذاتی

ا میانجی گري می کنند، اعمال این سلول ها ر
ها و سایر هایی که در پاسخ به آنتی ژنسایتوکاین

سم ها تولید می شوند، در ایجاد التهاب و میکروارگانی
–ایمنی دخالت دارند. فاکتور نکروز دهنده تومور

) یکی از Tumor Necrosis Factor-Alfa ,TNF-α(آلفا
سایتوکاین هاي اصلی التهابی بوده و نقش مرکزي در 
دفاع میزبان، التهاب و عملکرد سیستم ایمنی دارد که با 

هاي نواع عفونت ها، بیماريپاتوژنز، توسعه و پیشرفت ا
). 29(هاي بدخیم و غیره ارتباط داردخود ایمنی، بیماري

محققین نشان داده اند که زنجبیل در بیماري هاي مزمن 
ل و ائوشوگ- 6التهابی مؤثر است. ترکیبات آن مانند 

در بلوکه کردن فعالیت NOجینجرادیون با مهار سنتز
).36(تاثیر دارندش التهاب مزمن و حادماکروفاژ و کاه

را در NO ,IL-1B ,TNF-αل تولیدائوشوگ-6
-هم).22(به طور معنی داري مهار می نمایدماکروفاژها

چنین مطالعات نشان دهنده ي کاهش سطوح بتا 
توسط این ترکیب لاکتات دهیدروژنازگلوکورونیداز و

).34(دزنجبیل و اثرات قوي ضد التهابی آن می باش
-از ترکیبات مهم زنجبیل می10-ولرزینجرول و جینج

PPARs (Peroxisomeباشند که از طریق افزایش بیان 

proliferator-activated receptors ) و مهار فاکتور
) داراي اثرات ضد التهابی NF-κB(ترجمه پیش التهابی

هاي التهاب افزایش یکی از ویژگی).8، 21(می باشد
پروستاگلاندین و اکسیداسیون آراشیدونیک اسید، تولید 

ها است. زنجبیل سبب مهار سنتز لوکوترین
2و 1اکسیژناز پروستـاگلاندین از طریق مهار سیـکلو

چنین عصاره این گیاه منجر به مهار تولید گردد. هممی
). 12(می شود5ریق مهار  لیپواکسیژناز ها از طلوکوترین

Mesenchymal Stemسلول هاي بنیادي مزانشیمی 

Cells, MSCs) به عنوان یک منبع مهم سلول هاي (
افت و سلول بنیادي بالغ کاربرد فراوانی در مهندسی ب

). توان سلول هاي بنیادي 10(درمانی پیدا کرده اند
مزانشیمی در تکثیر و تمایز به بافت هاي مختلف سبب 
شده که منبع مناسبی براي آزمایشات بالینی سلول درمانی 
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نواع رده هاي ترمیم و بازسازي او هم چنین استفاده در 
). این سلول ها به محل التهاب 6(سلولی به حساب آیند

-نومدولاتوري خود را القا میومهاجرت کرده و تأثیر ایم

کنند. استفاده از این سلول ها به عنوان ابزار تشخیص 
ضایعات، قابلیت تشریح برخی فاکتورهاي رشد و 

ز مهندسی ژنتیک، ها پس اسایتوکاین ها، بیان برخی ژن
در کنار استحصال و تزاید نسبتاً آسان این سلول ها بر 

مندان بر این عقیده اند افزوده است. دانشMSCsجذابیت 
-دستاورد جدیدي براي درمان بیماريMSCsکه پیوند

درمانی کنونی قابل درمان هایی است که با روش هاي
گیاه در این تحقیق تأثیرعصاره هیدروالکلی.)5نیستند(

فاکتور نکروز دهنده زنجبیل در تغییر احتمالی بیان ژن
در سلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از مغز آلفاتومور 

استخوان انسان مورد بررسی قرار گرفت. 
هامواد و روش

کشت سلول هاي بنیادي مزانشیمی
سلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از مغز استخوان 

هاي بنیادي پژوهشگاه رویان انسان از مرکز کشت سلول 
خریداري شد. این سلول ها مراحل اولیه کشت خود را 

بودند. ادامه ٪70سپري کرده و در پاساژ دوم با تراکم 
مراحل کشت تا پاساژ ششم در آزمایشگاه تحقیقاتی 

DMEMها محیط کشتبه سلولبیولوژي انجام شد.

(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) حاوي
Fetal bovine serumFBS)(سرم جنینی گاوي10٪

گلوتامین و یک درصد آنتی بیوتیک - یک درصد ال
به T25پنی سیلین اضافه شد و در فلاسک -استرپتومایسین

37(دمايیکنواخت کشت و در داخل انکوباتورطور 
درصد دي اکسید کربن) قرار داده 5گراد و درجه سانتی

خود به کف ظرف ها با خاصیت چسبندگی شد. سلول
روز با محلول 3- 4عدي هر ازچسبیدند. در مراحل ب

PBSشستشو (Phosphate buffered saline) شستشو و
ها سپس تعویض محیط کشت انجام شد. با رسیدن سلول

درصد، پاساژ سلولی انجام گرفت. براي 70- 80به تراکم 
انجام پاساژ سلولی، پس از دور ریختن محیط کشت روي 

، تریپسین ها با محلول شستشوو شستشوي آنهاسلول
ها ریخته شد. بعد از طی مدت کوتاهی روي سطح سلول

گراد، با گرد و جدا شدن درجه سانتی37در دماي 
ها جمع آوري و به ها از کف ظرف، سلولسلول

.هاي جدید حاوي محیط کشت تازه منتقل شدندفلاسک

تیمار سلول هاي بنیادي مزانشیمی 
ه خالص هیدروالکلی زنجبیل از پژوهشکده عصار

با کمک وگیاهان دارویی جهاد دانشگاهی خریداري 
100و 50غلظت هاي مختلف DMEMمحیط کشت 

میکروگرم بر میلی لیترتهیه شد. سلول هاي بنیادي 
مزانشیمی پاساژ ششم تحت تأثیر محیط کشت حاوي 

μg/ml100و μg/ml50عصاره زنجبیل با غلظت هاي 
(علت ساعت24و 16، 2هاي مختلف ر مدت زماند

جهتاستفاده از این غلظت ها بررسی تحقیقات قبلی 
هایی با حداکثر ت هاي غیر سمی و زمانظاستفاده از غل

. پس از )16، 30(تاثیر احتمالی می باشد.) قرار گرفتند
ها، سلول ها از کف ظروف کشت گذشت این زمان

مولکولی جهت تعیین جمع آوري گردید. براي آنالیز
Real Time-PCRاز تکنیکTNF-αمیزان بیان ژن 

مشتق از MSCsدر TNF-αاستفاده شد. میزان بیان ژن 
مغز استخوان انسان تیمار نشده و تیمار شده با عصاره 

چنین میزان بیان این دیگر مقایسه شدند. همزنجبیل با یک
ژن در گروه هاي مختلف سلولی که تحت تیمار با 

هاي متفاوت قرار گرفته بودند، عصاره زنجبیل در زمان
شمارش سلولی با مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت.

طور ه کمک لام نئوبار انجام گرفت که مشخص شد ب
از سوسپانسیون ml1سلول در هر 13×104میانگین 

سلولی وجود دارند.
TNF–αبررسی میزان بیان ژن 

cDNAو سنتز mRNAاستخراج
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در سلول هاي بنیادي TNF–αبررسی سطوح بیان ژن 
انجام مزانشیمی تیمار نشده و تیمار شده با عصاره زنجبیل

گرفت. ابتدا محیط کشت هر فلاسک مورد نظر پس از 
گذشت زمان معین شده دور ریخته و سپس سلول ها با 

ml2 ازPBS- دو بار شستشو داده شد. سلول ها تریپسینه ،
و با ضربات متوالی به کنار فلاسک، هیدو انکوبه گرد
-ف فلاسک جدا شدند. پس از آن سلولسلول ها از ک

mlهاي جدا شده با پیپت، جمع آوري و در یک فالکون 

دقیقه با 5ریخته شدند. فالکون حاوي سلول به مدت 15
سانتریفیوژ گردید. محلول رویی را دور rpm1200دور 

به رسوب -PBSتشوي محلول شسml1ریخته و مجدداً
سلولی اضافه و با عمل سمپلینگ، رسوب به داخل 

کل، از RNAجهت استخراج میکروتیوپ منتقل شد.
براي این منظورورالعمل شرکت سیناژن استفاده شد.دست
ml1 از محلولRNX-Plusصورت نیمه منجمد به ه ، ب

حاوي نمونه همگن شده اضافه ml2یک میکروتیوپ 
ثانیه ورتکس شده و در 10الی 5دت شد. سپس به م

μl200دقیقه انکوبه گردید. 5دماي اتاق به مدت 
ثانیه مخلوط شد. 15کلروفرم به آن اضافه و به مدت 

دقیقه قرار گرفت. 5مخلوط حاصل بر روي یخ به مدت 
و به rpm12000با دور درجه سانتی گراد 4در دماي 

به به دست آمدهیدقیقه سانتریفیوژ شد. فاز آب15مدت 
انتقال داده و هم حجم فاز آبی ml5/1یک میکروتیوپ 

به آن ایزوپروپانول اضافه گردید. به آرامی با سر و ته 
کردن میکروتیوپ آن را مخلوط کرده و روي یخ به 

سیون صورت پذیرفت. مخلوط در دقیقه انکوبا15مدت 
و به مدتrpm12000با دور درجه سانتی گراد 4دماي

به دقیقه سانتریفیوژ شد. فاز رویی را دور ریخته و15
4پس از آن در دماي واضافه ٪75اتانول ml1رسوب

دقیقه 8و به مدت rpm7500با دور درجه سانتی گراد 
محلول رویی را دور ریخته و رسوب سانتریفیوژ گردید. 

به مدت اندك جهت خشک شدن به دماي اتاق انتقال 
DEPC treatedاز μl50در اصلهحداده شد. رسوب

water د. جهت کمک به حل شدن رسوب، گردیحل
Dry Plate Incubatorمیکروتیوپ در دستگاهی به نام 

درجه سانتی گراد قرار 60- 55دقیقه در دماي 10به مدت 
سازي cDNA، مرحله RNAپس از استخراج داده شد.
cDNAمی باشد. کیت Real Time PCRیند آجهت فر

د. ابتدا گردیري (امینسان) خریداسازي از شرکت تاکارا
بر روي یخ به مقدار لازم براي 1مواد موجود در جدول 

هر نمونه در یک میکروتیوپ مخلوط و در دستگاه 
ترموسایکلر انکوبه شد.

cDNAمقادیر مواد مورد نیاز جهت سنتز -1جدول 

مواد واکنشمقدارغلظت نهایی
1Xμl25X primescript Buffer

μl5/0Primescript RT Enzyme Mix I

25Pmolμl5/0Oligo dT Primer (50 μM)

50Pmolμl5/0Random 6 mers (100 μM)

μl2total RNA (0/5 μg)

µl4RNase Free dH2O

μl10Total

NCBIبراي طراحی پرایمر توالی ژن از سایت 

Designو primer3ین و به وسیله نرم افزار آنلادریافت

primer در سایتNCBIپرایمرها مشخص گردید. هم-

مکان اگزون ها و ensembleچنین با کمک سایت 
مشخص و جفت پرایمري را که قسمتی از اینترون ها

-primerاینترون هاي ژن را در بردارد با استفاده از بخش 

blast در سایتNCBI انتخاب شد. پس از طراحی
جهت اطمینان از صحت عملکرد از جمله نقطه پرایمرها 

امکان تشکیل و G∆ذوب، میزان سیتوزین و گوانین،
آن ها را از طریق نرم افزار پرایمر،-لوپ و دایمر
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Oligo7 بررسی گردید. پرایمرهاي طراحی شده از
شرکت سیناکلون دریافت شد. توالی پرایمرهاي به کار 

براي انجام این .آورده شده است2برده شده در جدول
Real Q plusتکنیک از کیت  2X Master mix Green

استفاده شد. تمامی موارد مورد نیاز براي واکنش اعم از 

dNTP ،MgCl2سایبرگرین، ، آنزیم تک پلی مراز ،
3می باشد که طبق دستورالعمل جدولcDNAپرایمر و 

مرحله اي را مطابق 3چنین برنامه دمایی انجام شد. هم
اجرا گردید.4دول ج

آلفامشخصات پرایمرهاي جلوبرنده و معکوس بتا اکتین و فاکتور نکروز تومور-2جدول 
نام پرایمرسکانس)bpتعداد (

20TTCCTTCCTGGGCATGGAGT-act F.β

20TACAGGTCTTTGCGGATGTC-act R.β

22GTAGCCCATGTTGTAGCAAACCTNF-α F.

22TTATCTCTCAGCTCCACGCCATTTNF-α R.

Real Time PCRمقادیر مورد نیاز مواد در واکنش -3جدول 

ترکیباتحجم بر اساس هر واکنشغلظت نهایی
1X

)μM5/0-05/0(μM1/0
)μM5/0-05/0(μM1/0

μl5/12
)μl5/2-25/0(μl5/0
)μl5/2-25/0(μl5/0

X μl
X μl

Real Q plus 2X Master mix
Primer A
Primer B

PCR grand H2O
cDNA

Real Time PCRمرحله اي جهت انجام3برنامه دمایی -4جدول 

TemperatureDuration of cycleCycle
˚C95min151
˚C95
˚C60-55
˚C72

s15-13
s30
s30

40

تحلیل آماري
و Restها، داده ها در برنامه Ctپس از مشخص شدن 

Excel وارد و سپس∆Ct و∆∆Ctراي نمونه ها با ب
استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید.

∆Ct= Ct sample - Ct house keeping gene
∆Ct= Ct TNF-α - Ct β-actin
∆∆Ct= ∆Ct sample - ∆Ct control

تغییرات میزان بیان ژن Ct2∆∆-و سپس از رابطه 
بـراي مقایسـه میـانگین متغیرهاي کمی قبل و و مشخص

زوج t، در داخل هـر گـروه از آزمون بعد از مداخله
P-valueانحراف معیار و ،Ct∆∆-2. میانگیناستفاده شد

براي گروه هاي تیمار محاسبه گردید تا معنی دار بودن یا 
نبودن تاثیر عصاره زنجبیل بر نمونه ها بررسی شود.

نتایج

هال نتایج مربوط به کشت سلو
انشیمی به پس از کشت اولیه، سلول هاي بنیادي مز

هاي دوکی شکل، کف صورت تک لایه اي از سلول
ظرف را پوشاندند. با مشاهدات میکروسکوپی، ملاحظه 

هاي چسبنده شد که به طور فزاینده اي بر تعداد سلول
-ها در طی دوره رشد، ریختشود. این سلولافزوده می

).1(شکل ی فیبروبلاستی خود را حفظ نمودندشناس
TNF-αوط به بیان ژننتایج مولکولی مرب

Real-timeتوسطTNF-αبراي بررسی بیان ژن 

PCRاستفاده شد. از روش کمیت سنجی نسبی و متد
در TNF-αنتایج آنالیز مولکولی نشان داد که بیان ژن 

MSCs مشتق از مغز استخوان انسان در گروه هاي تیمار
دیگر متفاوت بودند. با یکTNF–αنشده و تیمار شده با 
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ها میزان بیان ژن در گروه هاي تیمار شده اکثر گروهدر
نتایج حاصل از باشند.به طور معنی داري کمتر می

نشان داده شده است.1در نمودار melt curveنمودار 
در سه μgml-150در غلظت TNF-αآنالیز بیان ژن 

ساعت 24و 16، 2بازه زمانی 
بود که در دست آمده نشان دهنده این مطلبه نتایج ب

ساعت پس از تیمار سلول ها با عصاره 2و16زمان 
تغییر معنی داري نشان TNF-αزنجبیل، میزان بیان ژن 

ساعت کاهش بیان ژن 24نمی دهد اما پس از گذشت 
TNF-α05/0(معنی دارP≤خواهد بود. بنابراین در بازه (-

صورت گرفته، زمان موثر زنجبیل براي زمانی هاي 
میکروگرم بر میلی 50در غلظت TNF-αن کاهش بیان ژ

شترین کاهش بیان را ساعت بوده است که بی24لیتر زمان 
).5و جدول 2(نمودارنشان می دهد

در سه μgml-1100در غلظت TNF-αآنالیز بیان ژن 
ساعت24و 16، 2بازه زمانی 

ساعت پس از 2دست آمده حاکی از آن است که ه نتایج ب
دار بیان ژن مشاهده شد و پس از گذشتتیمار کاهش معنی 

تر و معنی دار شدیدTNF-αساعت کاهش بیان ژن 24و 16
)05/0P≤در مقایسه اي که بین ).3( نمودار ) خواهد بود

میکروگرم بر میلی لیتر در هر سه زمان 100و 50غلظت هاي 
مشخص شد که به جز ،ساعته صورت گرفت24و 16، 2

میکروگرم 50ت تیمار با غلظت هاي ساع16و2گروه هایی با 
TNF-αبر میلی لیترکه افزایش بی معنی میزان بیان ژن 

مشاهده شد، در سایر گروه هاي تیمار کاهش معنی دار میزان 
و 16هایی با چنین گروهد. همگردیمشاهده TNF-αبیان ژن 

میکروگرم بر میلی لیترعصاره 100ساعت تیمار باغلظت 24
هاي فوق را دارازمان و غلظت تاثیر بین گروهزنجبیل بهترین 

). نتایج حاکی از تاثیر وابسته به غلظت و زمان 4(نمودار ستا
می باشد.TNF-αعصاره زنجبیل بر میزان بیان ژن 

4×مایی . پاساژ ششم. با بزرگن٪70سلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از مغز استخوان انسانی با تراکم -1شکل 
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با پرایمرهاي اختصاصیTNF-αژن bp101تکثیر قطعه  melt curveنمودار -1نمودار

μgml-1100و μgml-150در غلظت TNF-αدست آمده از آنالیز بیان ژن ه نتایج ب-5جدول
گروه میانگین±انحراف از معیار

Ctrl کنترل 0/0±1

G1 ginger 2h dose 50 169/0±296/2 عدم تغییرمعنی دار

G2 ginger 2h dose 100 033/0±157/0 کاهش معنی دار 

G3 ginger 24h dose 50 01/0±155/0 کاهش معنی دار 

G4 ginger 24h dose 100 00/0±009/0 دار کاهش معنی

G5 ginger 16h dose 50 188/0±607/0 عدم تغییرمعنی دار

G6 ginger 16h dose 100 00/0±009/0 کاهش معنی دار 
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ساعت.24و 16، 2از عصاره زنجبیل بعد از μgml-150در غلظت TNF-αبیان ژنمیزاننمودار ستونی-2نمودار 

ساعت24و 16، 2از عصاره زنجبیل بعد ازμgml-1100در غلظت TNF-αبیان ژنمیزاننمودار ستونی–3نمودار

در سلول هاي بنیادي TNF-αعصاره زنجبیل بر روي بیان ژن 50و μgml-1100نمودار خطی مقایسه تاثیر غلظت هاي -4نمودار 
مزانشیمی مشتق از مغز استخوان انسان
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بحث ونتیجه گیري
فراوان در جهتد داروهاي شیمیاییعلارغم وجو

عدم توانایی موفق چنان مـشکلهم،درمـان التهـاب
درمان التهاب به خصوص نـوع مـزمن آن و اثرات جانبی 

به مشکلات گسترده داروهاي سنتزي وجود دارد. با توجه 
، سعی محققین بر آن است که بالینی ناشی از التهاب

بهتر، موثرتر و با عوارض هاي درمانی جدید،روش
درموجودموثرهموادمحدودتر استفاده شود.نبیجـا

ضدضد کارسینوژنیک،موتاژنیک،ضداثراتبازنجبیل
بیماريدرمانتواند درمیخوداکسیدانیآنتیوالتهابی

قلبیهاينظیر بیماريسنبامرتبطوالتهابیهاي
غیرهوهاو سرطانرزواستؤپآرتریرت،عروقی، دیابت،

قات نشان می دهند که عصاره گیـاهتحقی.)18(دباشموثر
د سازي واسطه هاي از طریق مهار آزازنجبیـل احتمالاً

است میزان التهاب را کاهش التهابی محیطـی توانـسته
دهد. ماده جینجرول به عنوان ترکیب موثره گیاه زنجبیل 

لاندین ها، گداراي توانـایی  قوي در مهار تولید پروستا
بـه عنوان مهم ترین واسطه ي التهابی لکوترین ها و کنین

مهار آزادسازي انواع . علاوه بـر ایـن هـا می باشد
-و اینترلوکین یک بتا کـه جزو واسطهTNFسیتوکین، 

هاي مهم التهابی مـی باشـند توسـط عـصاره گیـاه زنجبیل 
که کـاهش فـاکتور هسته اي و نشان داده گزارش شده

به ي التهـابیینـدهاآء شده در فربی به عنوان ماده القاکاپا
موجود ین ها، توسط آنزیم فسفاتاز کینازوسیله اینترلوک

.)19(کاهش و سبب مهار التهاب می گردددر گیاه
باتوجه به نتایج تحقیقات قبلی، عصاره زنجبیل قادر است 

این اثر ضد التهابی عصاره التهاب را مهار کند که احتمالاً
سیژنازها به خصوص از طریق مهار سیکلواک

سیستم درE2پروستاگلاندین و2-سیکلواکسیژناز 
داراي چنین زنجبیلهم).9عصب مرکزي گردیده است(

ترکیبات فیتوشیمیایی مهمی چون فلاونوییدها می باشد
موادي مانند).32(که داراي اثرات ضدالتهابی دارند

quercetin, rutin, catechinepicatechin, naringenin,

kaempfero از جمله ترکیبات فلاونوئیدي موجود در
چه فلاونوییدها با مهار چنان.)11زنجبیل می باشند(

آسپارتات، سبب کاهش - D-متیل–Nفعالیت گیرنده 
گردند و به دنبال آن فعالیت کلسیم داخل سلولی می

وابسته A2آنزیم سنتزکننده نیتریک اکساید و فسفولیپاز 
دهند. در نتیجه با کاهش نیتریک به کلسیم را کاهش می

E2اکساید و پروستاگلاندین ها، به ویژه پروستاگلاندین 

-ردي و ضد التهابی خود را نشان می، اثرات ضد دF2αو 
چنین گزارش شده است که تاثیرات ضد ). هم9(دهند

التهابی فلاونوئیدها ناشی از مهار سیتوکین هاي التهابی 
مور که از ماکروفاژهاي فعال دهنده تونظیر فاکتور نکروز

شوند و سبب افزایش در التهاب ترشح می
). برخی از 32ها می گردند، می باشد(پروتاگلاندین

متیل ترانسفراز - Oفلاونوئیدها نیز از طریق مهار کاتکول 
و حفظ کاتکول آمین ها خواص آنتی اکسیدانی و

). سایر ترکیبات 38(ضدالتهابی خود را اعمال می کنند
ول نیز داراي اثرات ئاجبیل از جمله شوگزن

فارماکولوژیک مشابه با داروهاي غیراستروئیدي 
-NSAIDS, Nonsteroidal antiضدالتهابی(

inflammatory drugs( هستند و سبب مهار متابولیسم
-آراشیدونیک اسید و در نهـایت سنتز پروستاگلاندین می

ابی موثـرتر شوند و بنابراین به عنـوان یک عامــل ضدالتهـ
از داروهـاي ضـدالتـهـابی مرسـوم و با اثـرات جـانبی 

ول داراي اثـرات ئاشوگــ6).7کننـد(کمـتر عمل می
است. به نظر Pضددردي از طریق مهار آزادسازي ماده 

التهاب ول با آبشار آراشیدونیکئاشوگ6رسد که می
کند و منجر به مهار سیکلواکسیژناز و مداخله می

-شود. همري از آزادسازي پروستاگلاندین میجلوگی
چنین زنجبیل در درمان التهاب و روماتیسم مؤثر است که 
این را از طریق مهار سنتز لوکوترین و پروستاگلاندین 

-). عصاره زنجبیل سبب مهـار بیـان ژن12دهد(انجام می
گردد که هاي التهابی میهـاي متعـدد درگیـر در پـاسـخ
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اي کدکننده سیتوکینین، کیموکینین و هاین شامل ژن
Levyدر مطالعـــه .)1، 31(است2آنزیم سیکلواکسیژناز

( ولئشوگا-6مشـــخص گردیـــد کـــه Simonو 
)، مـی توانـد میزانترکیب فعال زنجبیل خشک شـده

TNF-αبا لیپوپلی ساکارید را در ماکروفاژهاي فعال شده
دهند که زنجبیل از ). تحقیقات نشان می22(کاهش دهد

)، NF-κB(مهار فعالیت فاکتور هسته اي کاپاطریق 
را در التهاب کبد کاهش دهد و 6IL-و TNF-αسطوح 

باعث کاهش سیتوکین ها و مارکرهاي التهابی کبد 
چنین نشان داده شده که جینجرول داراي هم).23گردد(

یند التهاب آاثر محافظتی بر روي نفرون ها با کاهش فر
باشد، به طوري که باعث کاهش معنی دار در می 

mRNA آلفاو رونویسی فاکتور نکروز دهنده تومور ،
). در این 33(و اینترفرون گاما می گردد2-وکیناینترل

تحقیق نیز مشابه نتایج ما تاثیرات وابسته به غلظت مشاهده 
μgml-1با غلظتاز زنجبیل Shimدر تحقیق دیگريشد.

که نتایج نمود،اي عصبی استفاده هبر روي سلول100
مهار سیتوکین هاي پیش التهابی و کاهش ينشان دهنده

)، iNOS)Inducible nitric oxcide synthaseسطوح 
و بهبود عملکرد COX2،(NF-κB(2- سیکلواکسیژناز

هیدروجینجردیون نیز که -6).35باشد(نورولوژیکی می
ست سنتز یکی از اجزاء مهم زنجبیل می باشد قادر ا

iNOS ،COX2 ،IL-1B،TNF-α وIL-6 ماکروفاژهاي
LPS)Lipoموش را به واسطه  poly saccarides کاهش (

مطالعات بالینی تاثیر زنجبیل بر بیماران دیابتی ).14دهد(
نیز نشان می دهد که زنجبیل با کاهش خطرات عوارض 

(کاهش بیان شی از دیابت از طریق کاهش التهابمزمن نا
TNF-α ،IL-6 وC-reactive protein) CRP مؤثر (

چنین نشان داده شده است که هم.)4، 24، 25است(
موجود در زنجبیل قادرند به 3- لئوو شوگا2-جینجرول

عنوان مهار کننده هاي رسپتور هاي سوتونین عمل 
Pو منجر به محدود شدن آزادسازي ماده )17کنند(

شود. در گردند که واسطه التهابی و درد محسوب می
ضمن مهار گیرنده سروتونین همراه با کاهش 

-میTNF-αوIL-1 ،IL-2 ،IL-6پروستاگلاندین ها 

هاي نکته جالب آن است که زنجبیل بیان ژن. )27باشد(
). هم26را نیز افزایش می دهد(IL-10ضد التهابی نظیر 

چنین عصاره زنجبیل سنتز سیتوکین هاي التهابی و
ی را در ماکروفاژهاي تحریک شده کموکین هاي التهاب

مهار می کند و با تنظیم کاهشی ماکروفاژهاي ارایه کننده 
ها باعث کاهش رشد ها و مهار فعالیت آنآنتی ژن

به نظر می رسد تأثیر زنجبیل ). 17می گردد(Tهاي سلول
ریـق تأثیر برخی ترکیبات فعال بر کاهش التهـاب از ط

مهار فاکتور هسته اي(جینجرول ها و زرومبون) بـرآن
NF-κB )κB( وTNF-α نیز می باشد. ترکیبـات موجود

می شوند. TNF-αو NF-κBدر زنجبیل سـبب مهار بیان
به وسیله زنجبیل، سبب کاهش فعالیـتTNF-αمهار ژن 
NF-κBبی ماننـد شده در نتیجه سایر مسیرهاي التهـا

از ) و محصولات ناشی COX2(2آنـزیم سیکلواکسیژناز
نیز مهار می گردند. این امـر E2آن مانند پروستاگلاندین

التهاب و عوارض آن در بدن می باعـث کـاهش 
در مورد کاهش ) که با نتایج پژوهش حاضر(15شود(

TNF-α که به صورتIn vitroصورت پذیرفت) نیز هم-
در این تحقیق و برخی مطالعات پیشین نشان خوانی دارد.

اهی زنجبیل می تواند در کاهش داده شده که داروي گی
فاکتورهاي التهابی مؤثر باشد. پس می توان بیان نمود که 
زنجبیل می تواند به عنوان یک داروي گیاهی با عوارض 
بسیار محدود در کاهش التهاب بیماران دیابتی موثر باشد. 
اگر چه از نظر طب سنتی مصرف زنجبیل سابقه طولانی 

ودي اکنون مطالعات بسیار محددارد ولی از جنبه بالینی، ت
تداخلات دارویی و در زمینه ارزش درمانی زنجبیل

عوارض احتمالی آن انجام گرفته است. بنابراین لزوم 
تحقیقات بیشتر در زمینه روشن شدن این موارد در 

هاي آتی ضروري به نظر می رسد. پژوهش
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Abstract
Inroduction & Objective: Diabetes is known as an inflammatory disease associated with metabolic

disturbances. Tumor necrosis factor- Alpha is one of the main inflammatory cytokines and plays a central
role in host defense, inflammation and immune function. The use of various medicinal herbs, including
ginger, has been used to reduce the complications of inflammation from the past. In this study, the effects of
various concentrations of ginger hydro-alcoholic extract on TNF-α gene expression in bone marrow derived
mesenchymal stem cells were investigated.

Material and Methods: Mesenchymal stem cells were studied in control group and six groups of
treatment with ginger hydro-alcoholic extract at concentrations of 100 and 50 μg / ml at 2, 16 and 24 hours.
mRNA of cells were extracted and after cDNA synthesis, TNF-α gene expression was investigated using q
Real Time PCR. Using the expression level, the results were evaluated by t-test.

Results: Samples treated with ginger extract at a concentration of 100 and 50 μg / ml for 24 and 16 hours
showed a significant decrease for TNF-α gene (p <0.05) and there were no significant increase in other
groups.

Conclusion: According to the results, this decrease in the expression of TNF-α indicates the long-term
effect of this extract compared to its short-term effect of 2 hour. Therefore, the effect of ginger on the
expression of TNF-α inflammatory gene is dependent on treatment concentration and time.

Keywords: Zingiber officinale, Tumor Necrosis Factor-Alpha, Mesenchymal Stem Cells, Diabetes Mellitus
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