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  29/8/96 تاريخ تصويب:                                           16/4/96تاريخ دريافت: 

   چكيده
هاي رايج باشد. با توجه به عوارض درمانترين علل معلوليت جسمي در جهان ميبيماري استئوآرتريت يكي از مهم مقدمه:

  هاي جديد ضروري است.داروهاي ضد التهابي غيراستروئيدي) اين بيماري، توسعه درمان(كورتيكواستروئيدها و 
) بر بيوماركرهايي التهابي اصلي در .Echinops cephalotes Lهدف: هدف از مطالعه حاضر، بررسي اثر عصاره گياه شكرتيغال (

  باشد.استئوآرتريت مي
دند. از شها بر بيوماركرهاي التهابي فراهم ن و بتامتازون جهت بررسي اثر آنفعصاره الكلي گياه شكرتيغال، ايبوپرو روش بررسي:

هاي غضروف انساني مبتلا سلول هاي مونوسيت/ماكروفاژ وهاي كندروسيت به عنوان مدلي شبيه به سلولو سلول THP-1هاي سلول
) تيمار شدند. پس LPSوع سلول با ليپوپلي ساكاريد (ها، هر دو ند. به منظور افزايش سطح بيان سايتوكينشبه استئوآرتريت استفاده 

- ميزان بيان ژن  Real Time- PCRانجام شد و سپس با استفاده از روش  cDNA ،RT_PCR & PCRو تهيه  RNAاز جداسازي
  هاي موردنظر بررسي شد.

شد.  LPSهاي تحريك شده توسط هاي پيش التهابي در سلول اغلب ژن mRNAعصاره گياه شكرتيغال منجر به كاهش بيان  نتايج:
د. در مقايسه با اثرات شدر سلول هاي مونوست/ماكروفاژ   E2و پروستاگلندين NOهمچنين، اين عصاره باعث كاهش توليد 

  ايبوپروفن و بتامتازون بر كاهش فاكتورهاي التهابي، عصاره هيدروالكلي شكرتيغال اثر كمتري داشت. 
توان به عنوان مكمل درماني براي كاهش دوز كورتيكواستروئيدها و داروهاي ضد التهاب غال مياز عصاره گياه شكرتي گيري:نتيجه

  غيراستروئيدي در درمان استئوآرتريت استفاده كرد.
  شكر تيغال، استئوآرتريت، سايتوكين، كندروسيت، مونوسيت/ماكروفاژ :واژگانگل
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  مقدمه
 است يادندر  ي انسانمفصل يماريب ينتريعشا استئوآرتريت

 15- 82كه شيوع استئوآرتريت زانو در ايران در سنين  به طوري
. شيوع مبتلايان به نوع ]1[گزارش شده است  16در حدود %

درصد  13درصد در مردان و  10دار اين بيماري حدود علامت
. مشخصه ]2[باشد سال، در كشور آمريكا مي 65در زنان بالاي 

فصلي و تحريك استئوآرتريت فرسايش غضروف بين م
-سازي در استخوان زير غضروف است و در طي سالاستخوان

هاي اخير مشخص شده است كه اين بيماري نه تنها يك 
باشد، بلكه درجاتي از التهاب سينوويوم نيز بيماري دژنراتيو مي

كند. مشخص شده است در طي روند در مفاصل بروز مي
(مونوسيت و  ارهاي مونونوكلئها و سلولبيماري كندروسيت

هاي . اين سلول]3[ يابندماكروفاژ) نيز در مفصل تجمع مي
را توليد  IL-1β, TNFαهاي التهابي شامل فعال شده سيتوكين

موجب   COX-2,  iNOSهايكرده و از طرفي با بيان آنزيم
شوند و اين مواد پيش التهابي مي  PGE2, NOافزايش توليد
 مانند تحريك سنتز متالواي هاي شناخته شدهبا مكانيسم

كننده بافتي متالو پروتئينازها، پروتئينازها و مهار توليد مهار
ها در ها و مهار سنتز پروتئوگليكانتحريك آپوپتوز كندروسيت

. سالانه ]4، 5[ كنندافزايش تخريب غضروف نقش ايفا مي
ها نفر از مبتلايان به استئوآرتريت براي تسكين درد ميليون

درد بيماري مجبور به استفاده از داروهاي ضد ناشي از
هاي غيراستروئيدي مانند (ايبوبروفن، بخصوص ضدالتهاب

شوند. ديكلوفناك سديم و ناپروكسين) و استروئيدها مي
داروهاي ضدالتهاب غيراستروئيدي داراي عوارض گوارشي و 

باشند و استروئيدها نيز داراي عوارض متعددي مانند كليوي مي
. ]6[ به ديابت، فشار خون بالا و پوكي استخوان هستند ابتلا

شيوع بالاي مبتلايان به استئوآرتريت بخصوص زانو و افزايش 
هاي اميد به زندگي، افزايش تعداد سالمندان، حجم شاخص

بالاي مصرف داروهاي سنتتيك و ميزان بالاي عوارض جانبي 
ر بودجه هاي بسيار زياد داين داروها منجر به تحميل هزينه

هاي د. بنابراين در طي سالشوبهداشت و درمان كشورها مي
خصوص بعد از مشخص شدن نقش التهاب در پاتوژنز ر و باخي

  اند تا نقش استئوآرتريت، بسياري از محققين در تلاش

  

ه تا هاي گياهان دارويي را مشخص نمودالتهاب انواع گونهضد
ابي با عوارض التهو ضددرد شانس استفاده از داروهاي ضد

  جانبي كمتر را براي بيماران فراهم آورند.
از  يارده ).Echinops cephalotes L(گياه شكر تيغال 

 يژهوب يرانا يهادر اغلب استاناين گياه  .است چندساله ياهانگ
، همدان ،كرمانشاه، كرمان ،اصفهان ،(جهرم) فارس ،خراسان
از  يمتر 1800 يمازندران و تهران در بلندا سمنان، ،لرستان

همچنين اين گياه بومي  .]7[ دارد يو پراكندگ يشرو ياسطح در
. از گياه ]8[ باشدغرب اروپا و آسياي مركزي وجنوبي نيز مي

در پزشكي قديم به عنوان ملين دستگاه و همچنين  شكر تيغال
كننده آور، برطرفهاي ريوي به عنوان خلطدر تخفيف بيماري

شده تنفسي تحتاني و آسم استفاده ميسرفه و تحريك دستگاه 
] و همچنين اين گياه داراي اثر ضددرد و 9، 10[ است
در اين مطالعه به بررسي نقش  .]11[ باشدالتهاب نيز ميضد

 mRNAدر بيان  L. Echinops cephalotes گياه شكر تيغال
، TNF-αثيرات آن بر أو همچنين ت COX-2 ،iNOSهاي ژن

IL-1β  وIL-18 هاي كندروسيت جدا شده از لدر سلو
گوساله هشت ماهه نژاد هلشتاين   carpometacarpalمفصل

به عنوان مدلي  THP-1هاي در سلول PGE2و  NOو توليد 
شبيه به انفيلتراسيون سلولي مونوسيت و ماكروفاژ در مفصل 

  شود.مبتلا به استئوآرتريت پرداخته مي

  
  هامواد و روش

  ، ايبوپروفن و بتامتازونسازي عصاره شكرتيغالآماده
عصاره هيدروالكلي شكرتيغال از مركز ذخاير ژنتيك ايران 

هاي معمول و در دسترس تهيه تهيه شد و بر اساس پروتوكول
با برند تجاري سيگما (يك داروي استروئيدي)  د. بتامتازونش

سولفات با غلظت -21- به صورت محلول آبي بتامتازون
mg/mL30/1 ازون با غلظت (كه معادل بتامتmg/mL00/1 
، Sigma(استفاده شد. ايبوپروفن  )يكا، آمرSigma(است) 

(يك داروي ضدالتهاب غير استروئيدي) در آب با  )يكاآمر
  د تا به غلظت شبه مدت پنج دقيقه حل  C◦100دماي 

mg/mL 00/1 .برسد  
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 THP-1ها و كندروسيتكشت سلولي 

هاي كندروسيت، مايع سازي سلولبراي جدا
گوساله هشت ماهه سالم   carpometacarpal (CMC)فصليم

 ,PBSجدا شده و پس از دو نوبت شستشو با بافر پونگسيون

pH7.2, 1 Mollar با استفاده از آنزيمCollagenase Type II  به
ها نگهداري و سپس سلول C °37 ماريساعت، در بن 16مدت 

لاسك به ف Subcultureد و براي شتوسط فيلتر استريل جدا 
حجم فلاسك توسط  85مخصوص انتقال پيدا كرد و تا زماني كه %

دي  5لايه تك سلولي پوشانده شود، در انكوباتور با شرايط %
. سپس ]12[داري شد نگه %90و رطوبت  C °37 دماي ،اكسيدكربن

هاي استفاده شد. سلول 4/0براي شمارش سلولي از تريپان بلو %
THP-1 صورت دو به ور ايرانتهيه شده از انستيتوپاست Adherent 

وجود دارند، كه پس از انتقال به آزمايشگاه با  Non-adherant و
هاي معلق در محيط كشت جدا و ، سلول85رسيدن به تراكم بالاي %

  ها انتقال داده شد.پس از شمارش با تريپان بلو به ميزان لازم به پليت
  
  بلو  نتريپاو  MTT assay يتوتوكسيسيتي توسطستعيين 

تي در عصاره هيدروالكلي گياه يتوتوكسيسيسجهت بررسي 
سنجي استفاده شد. از روش رنگ LC50تيغال و تعيين شكر

يك نمك تترازوليوم محلول در آب است كه اين  MTTپودر 
حل شده و   PBSمحلول در محيط كشت فاقد فنل رد يا بافر

ك كند. اساس اين تست شكستن نمرنگ ايجاد ميتركيب زرد
MTT آنزيم سوكسينات دهيدروژناز  توسط(SDH) 

ميتوكندريايي زنده است. نتيجه اين حالت ايجاد بلورهاي 
به  DMSOنامحلول فرمازان ارغواني رنگ است كه توسط 

 ،تر و تعداد بيشترها فعالآيد. هر چه سلولميحالت محلول در
ميزان رنگ ايجاد شده بيشتر است. جذب نوري رنگ ارغواني 

شود. گيري مياندازه nm540 -490ر شده در طول موج ظاه
  به دست آمد.  µl20براي هر دو نوع سلول  LC50ميزان 
  

   LPSتيمار توسط 
به منظور فراهم كردن شرايطي شبيه به بيماري و افزايش بيان 

استفاده  ng/ml  20به ميزان LPS  هاي پيش التهابي ازسايتوكين
پس از  دهيم.كشت مي ،حيط كشتسلول را در م 6×610شد. ابتدا 

به محيط اضافه شد. سري اول  ng LPS 100ساعت ميزان  72
هاي پيش ساعت به منظور بيان سايتوكين 24ها به مدت پليت

-COXو همچنين بيان  TNF-α ،IL-1β ،IL-18التهابي مانند 

ه نگهداري شد. سري دوم ب CO2در انكوباتور  iNOSو  2
ور به منظور تغييرات مدت يك ساعت در انكوبات

  گرفت. قرار NOپروستاگلاندين و 
  

  RNA جداسازي
شركت سيناژن و  Trizol (Invitrogen)معرف  با استفاده از

از روش اسپكتروفتومتري   RNAنهايت براي تعيين غلظت در
)UV-2100 Spectrophotometer(  كه در صورت  دشاستفاده

 DNAبين بردن  براي از DNaseاز آنزيم ، DNAوجود آلودگي 
   ).1شود (شكل مكمل اضافي استفاده مي

 
   cDNAسنتز 

-2step RTتوسط كيت  RNAاز  gμ1براي هر نمونه 

PCR  شركت)vivantisتبديل به ( cDNA شود.مي   
 RT-PCR در شرايطC°42  دقيقه و حرارت  60به مدت

C°94  دقيقه (به منظور قطع سنتز 5به مدت cDNA انجام (
توليد شده  cDNAغلظت نمونه  PCRبا انجام  ،انتهاشد. در 

  افزايش پيدا كرد.
  
PCR Semi-quantitative  

- با استفاده از پرايمرهايي اختصاصي براي هر كدام از سايتوكين
 انجام شد و ژن semi-quantitative PCRهاي مورد مطالعه 

GAPDH تحت شرايط استاندارد  .دشدار استفاده به عنوان ژن خانه
 PCR انجام شد و فرآوردهPCR همراه با  5/1 % در آگاروز ژل

  ).1شماره چك شد (شكل  g/mlμ 5اتيديوم برومايد 
 

Quantitative Real time PCR   
Real-time PCR  با استفاده از همان پرايمرهايي كه براي

PCR د، انجام شد و ازشاستفاده  كيفيevagreen   به عنوان
دست آمده ه استفاده شد. نتايج ب مسترميكس كارخانه سيناكلون

توسط دو روش منحني  )Threshold cycle )Ct valueاز 
  مورد ارزيابي قرار گرفت.  Pfaffiاستاندارد و
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دقيقه در دستگاه  45پنج ميكروليتر از محصول نهايي همراه با يك ميكروليتر اتيديوم برومايد در ژل آگارز تزريق شد و مدت زمان  -1 شماره شكل
 90ميزان بيان ژن تقريبا  3درصد سركوب شده است. در چاهك شماره  100ميزان بين ژن تقريبا  2در چاهك شماره ميلي ولت قرار گرفت.  90الكتروفورز با ولتاژ 

  درصد بيان ژن را سركوب كرده است. 75عصاره آبي گياه تقريبا به ميزان  4درصد سركوب شده است. در چاهك شماره 
  

  توسط روش كلريمتري NOري  ميزان توليد گياندازه
هاي مختلف منحني با استفاده از سديم نيتريت در غلظت

 ʎ100سلولي با استاندارد رسم شد. سوپر ناتانت محيط كشت 
، Grase Ragent )R&D Systems ،Minneapolisمعرف 

MN ،USA خانه ته صاف در اتاق تاريك  96) در يك پليت
 nm540ها در طول موج آن ي نوريچگال شود سپسگذاشته مي

گيري شد و با استفاده از منحني استاندارد بر اساس اندازه
 NOچگالي نوري نسبت به لگاريتم غلظت، ميزان توليد 

  الف). - 2 د (شكل مكملشومشخص مي
  
   PGE-2 گيري ميزان توليداندازه

گيري ، براي اندازه Invitrogenبا استفاده از كيت
ح شده در سوپرناتانت مايع كشت سلولي ترش  PGE-2سطوح

و   PGE-2بر طبق پروتكل شركت سازنده از محلول استاندارد
 .دشهاي مشخص آن براي تهيه منحني استاندارد استفاده غلظت

نهايت ميزان چگالي نوري بلافاصله پس از انجام آزمايش در

گيري شد و با اندازه nm405توسط الايزا ريدر در طول موج 
ه از فرمول تهيه شده از تركيب استاندارد و منحني رسم استفاد

شده (بر اساس چگالي نوري نسبت به لگاريتم غلظت) ميزان 
  ب) -2مشخص شد (شكل مكمل  PGE-2توليد 
  
  كننده در بررسيهاي شركتبندي گروهطبقه

بعد از كشت  THP-1هاي هاي كندروسيت و سلولسلول
  تيمار شدند.   1ه در شرايط متفاوت مطابق جدول شمار

 
  آناليز آماري

بيان شده است. آناليز  SD± ها به عنوان ميانگينتمامي داده
- ، نرم)ANOVA(آماري با استفاده از آناليز يك سويه واريانس 

اجرا شده   SPSS V.20افزارو نرم REST version 20افزار 
دار در نظر به شكل آماري معني >Ct، 05/0 Pاست. براي آناليز 
  گرفته شده است.
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   LPSهاي مورد مطالعه پس از تيمار با نمودار تغييرات بيان ژن سيتوكين -)الف( 2 شماره شكل

  

  
   + عصاره LPSهاي مورد مطالعه پس از تيمار با نمودار تغييرات بيان ژن سيتوكين - )ب( 2 شماره شكل
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  هاي تيمار شدهبندي گروهطبقه -1جدول شماره 

  عصاره گياه شكرتيغال THP-1هاي كندروسيت/سلول  گروه
ليپوپلي 
  ساكاريد

كورتيكواستروئيد 
  (پردنيزولون)

ضدالتهاب غيراستروئيدي 
 (ايبوپروفن)

  دارونما

1  +  -  -  -  -  -  
2  +  +  -  -  -  -  
3  +  -  +  -  -  -  
4  +  +  +  -  -  -  
5  +  -  +  -  -  +  
6  +  -  +  +  -  -  
7  +  -  +  -  +  -  

  

  

 نتايج
انجام گرفت و  ∆∆Cيا  Pfaffiسط روش آناليز ابتدا تو

براي آناليز كمي  REST version 2000افزار سپس از نرم
  د.شاستفاده 

 ∆∆Cيا  Pfaffiبه روش Real time-PCR آناليز نتايج 
  :انجام گرفت

2-∆∆= Expression Ratio 
Ct=∆C main cytokine  -∆ C Calibrater∆∆  
Ct= (∆∆Ct main cytocine-Ct GADPH)-(Ct sample 
positive- Ct GADPH) 

 
در  COX-2تيغال برروي بيان شكر اثر عصاره گياه

  كندروسيت 

 COX-2عصاره هيدروالكلي گياه شكرتيغال بر بيان آنزيم 
با اضافه كردن  3ثير ندارد. در گروه أت 2هاي گروه در سلول

LPS  در بيان درصد  100در عدم حضور عصاره، افزايش بيان
عصاره)  +LPS( 4شاهده شد. در گروه م COX-2آنزيم 

مشاهده شد كه به  درصد 25به ميزان  COX-2افزايش بيان 
بود. در  3تر از ميزان بيان اين ژن در گروه داري پايينطور معني

د. در شتغييري در ميزان بيان ژن مشاهده ن تقريباً 6گروه شماره 
يافت. افزايش درصد  10 ميزان بيان ژن تقريباً 7گروه شماره 

به طور معني 4تغيير مشاهده شده در افزايش بيان ژن در گروه 
بود. لازم به ذكر است در گروه  7و  6هاي داري بالاتر از گروه

هيچ تغييري  ،براي درمان استفاده شده بود Placeboكه از  5
 د.شدر ميزان بيان ژن مورد نظر ايجاد ن

  در كندروسيت α-TNFگياه شكرتيغال بر روي بيان  عصارهاثر 
  

در  TNF-αعصاره هيدروالكلي گياه شكرتيغال بر بيان 
 LPSبا اضافه كردن  3ثير ندارد. در گروه أت 2هاي گروه سلول

در بيان درصد  100در عدم حضور عصاره، افزايش بيان 
TNF-α  4مشاهده شد. در گروه )LPS عصاره) افزايش بيان+
TNF-α  به طور معني مشاهده شد كه  درصد 38/59به ميزان

بود. افزايش بيان  3تر از ميزان بيان اين ژن در گروه داري پايين
TNF-α  18حدود  7و در گروه  درصد 5حدود  6در گروه 
داري به طور معني 4در گروه  TNF-αبود. افزايش بيان  درصد

كه  5بود. لازم به ذكر است در گروه  7 و 6هاي بالاتر از گروه
هيچ تغييري در  ،ن استفاده شده بودبراي درما Placeboاز 

  د.شميزان بيان ژن مورد نظر ايجاد ن
  

  در كندروسيت iNOSاثر عصاره گياه شكرتيغال بر روي بيان 
در  iNOSعصاره هيدروالكلي گياه شكرتيغال بر بيان آنزيم 

 LPSبا اضافه كردن  3ثير ندارد. در گروه أت 2هاي گروه سلول
در بيان آنزيم  درصد 100افزايش بيان در عدم حضور عصاره، 

iNOS  4مشاهده شد. در گروه )LPS+  عصاره) افزايش بيان
iNOS  مشاهده شد كه به طور معني درصد 29/79به ميزان

بود. در گروه  3تر از ميزان بيان اين ژن در گروه داري پايين
د. در گروه شتغييري در ميزان بيان ژن مشاهده ن تقريباً 6شماره 

افزايش يافت. افزايش  درصد 8 ميزان بيان ژن تقريباً 7اره شم
هاي داري بالاتر از گروهبه طور معني 4در گروه  TNF-αبيان 
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براي  Placeboكه از  5بود. لازم به ذكر است در گروه  7 و 6
هيچ تغييري در ميزان بيان ژن مورد  ،درمان استفاده شده بود

  د.شنظر ايجاد ن
  

هاي در سلول TNF-αكرتيغال بر روي بيان اثر عصاره گياه ش
THP-1 

در  TNF-αتيغال بر بيان گياه شكرعصاره هيدروالكلي 
 LPSبا اضافه كردن  3ثير ندارد. در گروه أت 2هاي گروه سلول

در بيان درصد  100در عدم حضور عصاره، افزايش بيان 
TNF-α  4مشاهده شد. در گروه )LPS+  عصاره) افزايش بيان
TNF-α مشاهده شد كه به طور معني درصد 88/72ه ميزان ب

بود. افزايش بيان  3تر از ميزان بيان اين ژن در گروه داري پايين
TNF-α  14حدود  7و در گروه  درصد 4حدود  6در گروه 
داري به طور معني 4در گروه  TNF-αبود. افزايش بيان درصد 

كه  5ر گروه بود. لازم به ذكر است د 7 و 6هاي بالاتر از گروه
براي درمان استفاده شده بود هيچ تغييري در ميزان  Placeboاز 

  د.شبيان ژن موردنظر ايجاد ن
  

هاي در سلول PGE2اثر عصاره گياه شكرتيغال بر ميزان توليد 
THP1 

  به روش راديوايمينواسي  PGE2برآورد ميزان توليد 
ELIZA هاي تو با استفاده از رسم منحني استاندارد براي غلظ

متفاوت از محلول استاندارد پروستاگلاندين و فرمول ارائه شده 
انجام پذيرفت و نتايج به شرح  Invitrogenشركت توسط 

، 3نسبت به گروه  4ارائه شده است. در گروه  2جدول شماره 

كاهش يافت.  درصد 32داري به طور معني PGE2ميزان توليد 
 درصد 48، 7روه و در گدرصد  53، 6در گروه  PGE2توليد 

به طور  4در گروه  PGE2كاهش يافت. ميزان كاهش توليد 
  بود.  7و  6هاي تر از گروهداري پايينمعني
  

هاي در سلول NOاثر عصاره گياه شكرتيغال بر ميزان توليد 
THP-1 

به روش اسكتروفومتري و با  NOبرآورد ميزان توليد 
هاي متفاوت از استفاده از رسم منحني استاندارد براي غلظت

محلول استاندارد نيتريت اكسايد انجام پذيرفت و نتايج به شرح 
، 3نسبت به گروه  4شده است. در گروه  ارائه 3جدول شماره 

كاهش يافت.  درصد 32داري به طور معني PGE2ميزان توليد 
 درصد 52، 7و در گروه  درصد 56، 6در گروه  PGE2توليد 

به طور  4در گروه  PGE2يد كاهش يافت. ميزان كاهش تول
  بود. 7و  6هاي تر از گروهداري پايينمعني

  
 RESTافزار توسط نرم  RT-PCRآناليز نتايج

 (Cell+LPS)هاي به دست آمده از گروه سوم Ct آناليز 
هاي مورد مطالعه بيان تمامي سايتوكينUpregulation بيانگر 

ت آمده از گروه هاي به دسCt در هر دو نوع سلول دارد. آناليز 
بيان  Downregulationبيانگر  Cell+Extract+LPSچهارم 
) در هر دو نوع سلول دارد IL-1βها (به جز سايتوكينتمامي 
  ).3و  2هاي شماره (شكل

  

 THP-1هاي در سلول E2ميزان توليد پروستاگلندين  -2جدول شماره 

Picogram/ml PGE2  Logit (%B/B0) گروه  
0/4 1/1 1  
1/4 2/1 2  
8/11 2/2 3  
0/8 8/1 4  
8/11 2/2 5  
5/5 3/1 6  
2/6 5/1 7  
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  THP-1هاي ميزان توليد نيتريت اكسايد در سلول -3 شماره جدول

Nanomol nitrite  Optical density گروه  
800 5/0  1  
1000 7/0 2  
2500 4/2 3  
1700 5/1 4  
2500 4/2 5  
1100 8/0 6  
1200 0/1 7  

  

  
  هاي مونوسيت/ماكروفاژهاي فاكتورهاي التهابي در سلولبيان نسبي ژن -3 رهشما شكل

  

  بحث
اي ي حاضر اولين مطالعهبر اساس اطلاعات ما، مطالعه

ي گياه شكرتيغال در كاهش است كه در آن اثرات عصاره
 THP-1هاي ها و سلولفاكتورهاي التهابي در كندروسيت
تيغال ي گياه شكره عصارهبررسي شده است. ما نشان داديم ك

هاي و كندروسيت THP-1را در هر دو سلول  TNF-αبيان 
علاوه، اين عصاره ه دهد. بكاهش مي LPSتحريك شده توسط 

دهد. ها كاهش ميكندروسيت را در iNOSو  COX-2بيان 
  اين نتايج، اثرات ضدالتهابي عصاره شكرتيغال در طب 

  

با اين حال، در مقايسه با  .]13[ كندييد ميأسنتي ايران را ت
ي گياه شكرتيغال در كاهش ايبوپروفن و بتامتازون، عصاره

  ثر بود. ؤم ترالتهاب كم
هاي سينوويال در مطالعات پيشين اثرات سوء ماكروفاژ
اند. بلوم و همكاران استئوآرتريت را تحت مطالعه قرار داده

ز و تشكيل اند كه ماكروفاژهاي سينوويال ايجاد فيبرونشان داده
. ]14[كنند استئوفيت را در مدل موشي استئوآرتريت القا مي

ي قوي ميان تعداد ماكروفاژها در فضاي سينوويال و رابطه
. اين مطالعات، ]15[ شدت و مدت استئوآرتريت وجود دارد
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هاي ي نقش ماكروفاژها در القا و حفظ فرآيندكنندهمطرح
نجايي كه ريت هستند. از آدرگير در استئوآرتالتهابي در مفاصل 

هاي التهابي در ها و سايتوكينتوليد بالاي پروستاگلاندين
ها با بروز و شدت بيماري استئوآرتريت مرتبط كندروسيت

ها به طور است، درمان هايي كه بتوانند در توليد اين سايتوكين
ثري مداخله كنند، اميدهاي درماني جدي بيماري ؤم

هاي مختلفي در سير . سايتوكاين]16 ،17[ استئوآرتريت هستند
كنند و در پاتولوژي اين بيماري استئوآرتريت افزايش پيدا مي

هاي اوليه سايتوكاين IL-1βو  TNFαبيماري دخيل هستند. 
دخيل در پاتولوژي استئوآرتريت هستند، بنابراين مهار بيان اين 

ها و ماكروفاژها در كاهش آسيب ها در كندروسيتسايتوكاين
. هم ]18، 19[ ثر هستندؤغضروفي در بيماري استئوآرتريت م

TNF-α  و همIL-1β ها و نيتريك توليد پروستاگلاندين
اكسايد و متالوپروتئينازها مانند كلاژناز، ژلاتيناز پروتئين گليكان 

 دشوكنند كه منجر به تخريب غضروفي ميها و ... را القا مي
ها و نيتريك ستاگلاندين. بنابراين، كاهش توليد پرو]4، 20[

ثر بوده ؤاكسايد در كاهش درد و التهاب در استئوآرتريت م
. با توجه به اينكه استروئيدها و داروهاي ]21- 23[ است
استروئيدي، بيان عوامل دخيل در اين موضوع را التهاب غيرضد

دهد، اين داروها، درمان شايع بيماري استئوآرتريت كاهش مي
  د. شومحسوب مي

مطالعه حاضر، ما اثر عصاره گياه شكرتيغال را بر روي در 
هاي بررسي كرديم. سلول THP-1هاي ها و سلولكندروسيت

THP-1  انساني مدل جايگزين مناسبي براي
باشند و در حال حاضر در مطالعات مونوسيت/ماكروفاژ مي

گيرند مختلف بر روي فاكتورهاي التهابي، مورد استفاده قرار مي
براي اولين بار نشان داديم كه اثرات ضد التهابي  . ما]24[

ها ها وفيبروبلاستعصاره گياه شكر تيغال بر روي كندروسيت
هاي جانشين بافت مونوسيت محدود نيست وبه سلول

شود. ما ثابت كرديم كه عصاره /ماكروفاژ نيز گسترش داده مي
را  OAثر در التهاب بيماري ؤگياه مورد مطالعه بيان ژن هاي م

كند. ميزان را سركوب مي LPSتحريك شده با  THP-1در 
 LPS هايي كه با عصاره گياه ودر كندروسيت  PGE2توليد

بود. پس عصاره گياه شكرتيغال درصد  68تحريك شده بودند، 

كاهش داده است. از طرفي ميزان  32را % PGE2ميزان توليد 
اره اين ثير عصأكاهش داده است. تدرصد  32را نيز  NOتوليد 

هايي كه با در كندروسيتTNF-αهاي سيتوكين گياه بر بيان ژن
LPS است. بيان ژن درصد  62/40اند تيمار شدهCOX-2  در
كاهش درصد  75هاي كندروسيت در حضور عصاره سلول

در  TNF-αيافت. همچنين بيان ژن سيتوكين پيش التهابي 
به  كاهش يافت. با توجهدرصد  27حدود  THP-1هاي سلول

هاي اين تنايج مشخص شده كه عصاره شكرتيغال بيان ژن
دهد و براي اولين بار اين تحقيق مستند التهابي را كاهش مي

كننده قوي كرد كه عصاره گياه مورد مطالعه به عنوان يك مهار
نيتريت را در هر  توليد پروستاگلاندين و ها وبيان ژن سيتوكين

كند. با را سركوب مي THP-1ها ودو رده سلولي كندروسيت
هابي اين اين حال در مقايسه با بتامتازون و ايبوپروفن، اثر ضدالت

  تر بود. عصاره كم
ي گياه شكرتيغال در كاهش بيان به طور خلاصه، عصاره

ثر است كه ؤم THP-1ها و فاكتورهاي التهابي در كندروسيت
هاي مختلف دخيل در ي نقش آن بر روي سلولكنندهمطرح
باشد. با اين حال، نتايج اين ژنز بيماري استئوآرتريت ميپاتو

ها بررسي شود. مطالعه بايد با درنظرگيري بعضي محدوديت
ي آزمايشگاهي است و  كه اين مطالعه يك مطالعهابتدا آن

وي انسان و حيوان بر ر In-vivoتري به صورت مطالعات بيش
ستئوآرتريت تيغال بر اي گياه شكرتر اثر عصارهبراي بررسي بيش

مورد نياز است. دوم اين كه در اين مطالعه تمايز احتمالي سلول
ها مورد هاي ماكروفاژي طي آزمايشبه رده THP-1هاي 

بررسي قرار نگرفت. البته قابل ذكر است كه هيچ يك از متون 
تحت القاي مواد استفاده شده  THP-1هاي قبلي تمايز سلول

اند. از طرف ديگر حتي در در اين مطالعه را گزارش نكرده
به ماكروفاژها، با توجه به  THP-1هاي صورت تمايز سلول

نقش ماكروفاژها در بيماري استئوآرتريت، باز هم نتايج اين 
مطالعه ارزشمند خواهد بود. از اين رو بعيد است محدوديت 

ثير قابل توجهي در تفسير نتايج به دست آمده از اين أاخير ت
د. در مجموع، عصاره گياه شكرتيغال نميمطالعه داشته باش

هاي كنوني براي استئوآرتريت تواند به عنوان جايگزين درمان
تواند به عنوان يك د. در واقع اين عصاره ميشومحسوب 
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هاي بالاي درمان مكمل جهت كاهش عوارض استفاده از دوز
ها و داروهاي ضدالتهاب غيراستروئيدي، محسوب استروئيد

تري براي اثبات اثرگذاري باليني اين عصاره بيش شود. مطالعات
  نياز است.تئوآرتريت مورددر درمان بيماري اس

  

  منابع
1. Davatchi F, Jamshidi A-R, Banihashemi AT, 
Gholami J, Forouzanfar MH, Akhlaghi M, et al. 
WHO-ILAR COPCORD study (stage 1, urban 
study) in Iran. The Journal of Rheumatol. 2008; 35 
(7): 1384-90. 
2. Zhang Y and Jordan JM. Epidemiology of 
osteoarthritis. Clinics in Geriatric Medicine 2010; 
26 (3): 355-69. 
3. Wang X, Hunter D, Xu J and Ding C. 
Metabolic triggered inflammation in osteoarthritis. 
Osteoarthritis and Cartilage 2015; 23 (1): 22-30. 
4. Goldring SR and Goldring MB. The role of 
cytokines in cartilage matrix degeneration in 
osteoarthritis. Clinical Orthopaedics and Related 
Res. 2004; 427: S27-S36. 
5. Pillinger MH, Dinsell V, Apsel B, Tolani SN, 
Marjanovic N, Chan ES and et al. Regulation of 

metalloproteinases and NF‐κB activation in rabbit 

synovial fibroblasts via E prostaglandins and Erk: 
contrasting effects of nabumetone and 6MNA. 
British Journal of Pharmacol. 2004; 142 (6): 973-82. 
6. Harirforoosh S, Asghar W and Jamali F. 
Adverse effects of nonsteroidal antiinflammatory 
drugs: an update of gastrointestinal, cardiovascular 
and renal complications. Journal of Pharmacy & 
Pharmaceutical Sciences 2014; 16 (5): 821-47. 
7. V M. A dictionary of Iranin plant, Names. 
Latin, English, Persian. Farhang Moaser. 1375. 
8. Thorat M, Pawar B, Shelar P. Natural 
Indicators. Current Pharma Res. 2014; 4 (4): 1336. 
9. Pranav V, Vinay J, Priya M, Sudhir B, Neha A, 
Love C and et al. Echinops echinatus Roxb.-A 
Nature's Drugstore: An overview. American 
Journal of Pharm Res. 2013; 3 (2). 
10.  Singh B, Gambhir S, Pandey V and Joshi V. 
Anti-inflammatory activity of Echinops echinatus.  
 

Journal of Ethnopharmacol. 1989; 25 (2): 189-99. 

11.  Horvath Z, Gyemant G, Danos B and Nanasi P. 
[Investigation of polysaccharides of Echinops 
species. Medicinal plant polysaccharides I]. Acta 
Pharmaceutica Hungarica 1998; 68 (4): 214-9. 
12.  Thirion S and Berenbaum F. Culture and 
phenotyping of chondrocytes in primary culture. 
Cartilage and osteoarthritis: Springer; 2004, pp: 1-
14. 
13.  Amiri MS and Joharchi MR. Ethnobotanical 
investigation of traditional medicinal plants 
commercialized in the markets of Mashhad, Iran. 
Avicenna Journal of Phytomedicine 2013; 3 (3): 
254-71. 
14.  Blom AB, van Lent PL, Holthuysen AE, van 
der Kraan PM, Roth J, van Rooijen N and et al. 
Synovial lining macrophages mediate osteophyte 
formation during experimental osteoarthritis. 
Osteoarthritis and Cartilage 2004; 12 (8): 627-35. 
15.  Benito MJ, Veale DJ, FitzGerald O, Van den 
Berg WB and Bresnihan B. Synovial tissue 
inflammation in early and late osteoarthritis. 
Annals of the Rheumatic Diseases 2005; 64 (9): 
1263-7. 
16.  Goldring MB. The role of the chondrocyte in 
osteoarthritis. Arthritis & Rheumatism 2000; 43 
(9): 1916-26. 
17.  Goldring MB. Chondrogenesis, chondrocyte 
differentiation, and articular cartilage metabolism 
in health and osteoarthritis. Therapeutic advances 
in musculoskeletal disease. 2012: 

1759720X12448454. 
18.  Au RY, Al-Talib TK, Au AY, Phan PV and 
Frondoza CG. Avocado soybean unsaponifiables 
(ASU) suppress TNF-alpha, IL-1beta, COX-2, 
iNOS gene expression, and prostaglandin E2 and 
nitric oxide production in articular chondrocytes 

154 



  هفدهم، دوره دوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1397شصت و ششم، بهار  لسلشماره مس

 

و همكاران طاهريان  

 

and monocyte/macrophages. Osteoarthritis 
Cartilage 2007; 15 (11): 1249-55. 
19.  Aigner T, Kurz B, Fukui N and Sandell L. 
Roles of chondrocytes in the pathogenesis of 
osteoarthritis. Current Opinion in Rheumatol. 
2002; 14 (5): 578-84. 
20.  Chan P-S, Caron JP and Orth MW. Effect of 
glucosamine and chondroitin sulfate on regulation 
of gene expression of proteolytic enzymes and 
their inhibitors in interleukin-1-challenged bovine 
articular cartilage explants. American Journal of 
Veterinary Res. 2005; 66 (11): 1870-6. 
21.  Chaipinyo K, Oakes BW and van Damme 
MPI. Effects of growth factors on cell proliferation 

and matrix synthesis of low‐density, primary 

bovine chondrocytes cultured in collagen I gels. J. 
Orthopaedic Res. 2002; 20 (5): 1070-8. 

 

22.  Álvarez-Soria MA, Largo R, Santillana J, 
Sánchez-Pernaute O, Calvo E, Hernandez M and et 
al. Long term NSAID treatment inhibits COX-2 
synthesis in the knee synovial membrane of 
patients with osteoarthritis: differential 

proinflammatory cytokine profile between 
celecoxib and aceclofenac. Annals of the 
Rheumatic Diseases 2006; 65 (8): 998-1005. 
23.  Brenner SS, Klotz U, Alscher DM, Mais A, 
Lauer G, Schweer H and et al. Osteoarthritis of the 
knee–clinical assessments and inflammatory 
markers. Osteoarthritis and Cartilage 2004; 12 
(6): 469-75. 
24.  Chanput W, Mes JJ and Wichers HJ. THP-1 
cell line: an in vitro cell model for immune 
modulation approach. International 
Immunopharmacol. 2014; 23 (1): 37-45. 

 

155 



           
 1397  

Journal of Medicinal Plants 

 
 
 

The Effect of Hydroalcoholic Extract of Echinops cephalots L. on 
Expression of Inflammatory Factors in Chondrocytes and THP-1 
Cells as a Model of Monocyte/Macrophage and Human Cartilage 

Cells in Osteoarthritis 

Taherian M (M.Sc.)1, Maghsoudi H (Ph.D.)2*, Taherian R (M.D.)3, Rastegar H (Ph.D.)4 

1- Food and Drug Research Institute, Iran Food and Drug Administration, Ministry of 
Health and Medical Education, Tehran, Iran 
2- Department of Biotechnology, Payamenour University, Tehran, Iran 
3- Student Research Committee, School of Medicine, Shahid Beheshti University of 
Medical Sciences, Tehran, Iran 
4- Cosmetic Products Research Center, Iran Food and Drug Administration, Ministry of 
Health and Medical Education, Tehran, Iran
*Corresponding author: Department of Biotechnology, Payamenour University, Tehran, 
Iran 
Tel: +98 919-8318489 
Email: hossein_m2002@yahoo.com 

  

Abstract 
 

Background: Osteoarthritis (OA) is one of the main causes of physical disability worldwide. 
Considering the complications of common treatments of OA, including non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAIDs) and corticosteroids, establishment of new treatments is crucial. 
Objective: This study aimed to explore the effect of Echinops cephalotes extract on the main 
inflammatory biomarkers in OA. 
Methods: Hydroalcoholic extract of Echinops cephalotes, Ibuprofen and betamethasone were 
prepared to investigate their effects on inflammatory biomarkers. Human monocyte/macrophage 
(THP-1) cells and chondrocytes cells were used as a model of monocyte/macrophage and human 
cartilage cells in osteoarthritis. Lipopolysaccharide (LPS) was used to induce production of 
inflammatory cytokines in both cells. After RNA extraction and production of cDNA, RT_PCR & 
PCR were done. Then Real Time-PCR was used to investigate the amount of expression of 
proinflammatory genes. 
Results: Echinops cephalotes extract reduced mRNA expression level of proinflammatory 
cytokines in the cells induced by LPS. Moreover, production of PGE2 and NO in in the LPS-
induced THP-1 cells was reduced by this extract. Ibuprofen and betamethasone were more 
effective in reducing above inflammatory agents than the extract. 
Conclusion: Echinops cephalotes extract can be used as a supplementary treatment option in 
osteoarthritis to reduce NSAIDs and corticosteroids dose in treatment of this disease. 
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