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 15/17/1044 تاريخ پذيرش:        71/14/1044 تاريخ وصول:

 چكیده

تكامل  ،های طبیعي در فعالیتاست و  گزارش گرديدهسیستم عصبي  یرظنهای غیرجنسي  استرويیدسازی در بعضي از بافتزمینه و هدف: 

در استرويیدسازی شناسايي مسیرهای سیگنالي دخیل  مغز و  پارانشیم های سلول نمودن توانمند .باشد مي ثرؤمعصبي و عملكرد سیستم 

 های سلول تني برون توانمندسازیهدف از اين مطالعه تعیین و بنابراين تر را جبران نمايد. در سنین بالاکاهش سنتز استرويیدها تواند  مي

 .بود پرگننولون با تیمار توأم و  SHH مسیر  سازی فعال به دنبال استرويیدسازی در موش سوری گلیالي و عصبي

روزه موش  10از کورتكس جنین  )گلیال(های بنیادی عصبي ابتدا سلولانجام شد،  1044که در سال در اين مطالعه تجربي  بررسي: روش

ه مولار بومیكر 5 پرگننولونهای بنیادی عصبي پس از تیمار با  زنده ماني سلول .سوری حامله به روش استاندارد تهیه و گسترده گرديد

ها در محیط تمايزی  انجام شد. سپس سلول  MTTبه روش Gant61و میكرومولار (1، 7، 5، 14و  74) های مختلف پیومورفامین مراه غلظته

ها برداشته شد و به روش  ها در محیط کشت سلول روزه محیط رويي سلول 5های مختلف وانكوباسیون  قرار گرفته و پس از تیمار با غلظت

آنالیز واريانس تجزيه آزمون آماری آوری شده با استفاده از  جمعی ها مقدار تستوسترون و استروژن اندازه گیری شد. داده HPLC الیزا و

  .و تحلیل شدند
 

 در مقايسه با (3/110)به دنبال تیمار با پیومورفامین ها نشان از افزايش زنده ماني های حاصل از زنده ماني گروه دادهمیانگین  :ها يافته

شان داد که نای گلیالي عصبي ه در محیط رويي سلولهورمون پروژسترون های  دادهمیانگین . (≥4441/4p)داشت Gant61(72/73)گروه

 چنین هم. (≥441/4p)داری داشت  يافزايش معن Gant61(5/04)و (78/88)های کنترل گروه در مقايسه با (  7/782)های پیومورفامین گروه

در داری  يافزايش معن HPLCدر هر دو روش الیزا و ( 8/234)های پیومورفامین دهد گروه نشان ميهای هورمون تستوسترون  داده میانگین

 در مقايسه با (5/737)ولوننگروه پرگن ها در میانگین داده چنین هم. (≥4441/4p)داشته استGant61 (27/57 )و (8/153)گروه کنترل مقايسه با

دهد که افزايش  نشان مي  HPLCن در روشژاسترو یها داده میانگین نالیزآ (.≥45/4p)افزايش معني داری نشان داد Gant61 (5/04)گروه

استروژن وجود  در تولید Gant61 (11/07)و (8/110)گروه کنترل در مقايسه با (7/331)های پیورمورفامین داری در گروه معني

  (.≥4441/4p)رددا
 

ی اه موجب افزايش تولید هورمونوسیله پیورمورفامین ه ب SHHسیر م القایدهد که  های حاصل از اين مطالعه نشان مي داده گیری: نتیجه

شود که مهار اين مسیر نتايج برعكس  عصبي مي ـيزی گلیالي های تما لتستوتسترون( به وسیله سلو پروستروژن و ـاسترويیدی)استروژن 

 تواند موجب تولید استرويیدها گردد.  مي SHHهای اين مطالعه مي توان نتیجه گرفت که القا مسیر  . بنابراين از دادهاست دنبال داشتهه را ب
[ 
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 مقدمه 

در  يموضـع  دیاستروئ سنتز از یاديشواهد ز 

د. ن ـوجـود دار  آدرنـال  و ياز غدد جنس ـ ریغ یها اندام

، يماه ؛جمله از مهره داران مختلف مغزدر دهایاستروئ

بـه صـورت   ها  انسانو  ، پرندگان، جوندگانستانيدوز

 هــای اســتروئیدی، هورمــونشــوند.  مــي محلــي تولیــد

 چنـد گانـه   اثـرات  های فیزيولوژی مهمي دارنـد و  نقش

 و جنسي، کبـد  های هدف مثل غدد روی بعضي از اندام

هـا در سیسـتم    که ايـن هورمـون   سیستم عصبي دارند

. شــــوند عصــــبي نورواســــترويید شــــناخته مــــي

عصبي مرکـزی  توانند در سیستم  نورواستروئیدها مي

متابولیسـم   يا از کلسترول و چنین از تولید شوند و هم

انـد   وئیدی کـه در محـیط تولیـد شـده    های استر واسطه

 ستمیمختلف سها در مناطق  نورون. (1)شوند سنتز مي

 ید و بـرا ن ـکن يرا سنتز م ـ دهایاستروئی مرکز يعصب

 مانند رفتار، محافظـت از عصـب و   دهیچیپ یعملكردها

هـای   سـلول  .مهم اسـت  پوکامپیدر ه ژهيبه و شناخت

سـنتز  تواند در بدن نورواسـتروئیدها را   ميمغز گلیال 

 يي مسـیرهای سـیگنالیند درون سـلولي   شناسـا  کنـد. 

در  .ثر باشـد ؤم ـها دینورواستروئ تواند در ساخت  مي

 سـم یمكانمسیر سیگنالي و مهم است که  اریبس جه،ینت

ــل در  ــتروئیدها  دخیـ ــیم نوروسـ ــنتز و تنظـ را بیوسـ

ــیرها      ــن مس ــک اي ــتفاده از تحري ــا اس ــايي و ب شناس

تبـديل  ينـد  آدر ايـن فر . استروئیدسازی را فعـال کنـیم  

P450  سـیتوکروم به وسیله  پرگننولون به کلسترول
(1) 

 سـیتوکروم  وجـود . (7)شـود  انجام مـي  میتوکندری در

P450scc تشـخی   انسـان  و مـوش مغز  در بار اولین 

ز يحـا  گلیـال  هـای  سـلول  در فعالیـت  کـه ايـن   شد داده

 بتـا  ـ ـ3آنـزيم  بـه وسـیله   پرگننولـون  . باشد اهمیت مي

ــدروژناز در ــدری و هیدرکســي اســتروئید دهی  میتوکن

شـــود.  سیتوپلاســـم بـــه پروژســـترون تبـــديل مـــي

ــترون ــتروژن و پروژسـ ــولاً ،اسـ ــه معمـ ــوان بـ  عنـ

چنـین   هم و شوند مينامیده  زنانه جنسي های هورمون

 عملكردهـای  مهـم  هـای  کننده به عنوان تنظیمتوانند  مي

 و زن عصـبي  سیسـتم  درهـا   نـورون حیاتي  و عصبي

 کـه  اسـت  شـده  داده نشـان  مثال، کنند. برایعمل  مرد

 پـذيری  شكل و ماندن زنده در مهمي نقش پروژسترون

 غـلاف  تشـكیل  درچنـین   هـم  و دارد عصبي های سلول

 ازمحافظـت   و بنـدی  عـايق باعـ    کـه  ،نقش دارد میلین

ــال یبــرا شــود. مــي هــا آکســون ــ، اهمينیاهــداف ب  تی

موادی کـه بـر    و داروهاشناسايي مسیر سیگنالینک و 

 لی ـبـه دل ز اهمیت اسـت.  يارند حاگذ اين مسیرها اثر مي

ــدود ــار تيمح ــ ک ــت اب ــا باف ــان یه ــتفاده از  انس اس

زمايشـگاهي و  آحیوانـات   يعصـب  یادی ـبن یهـا  سلول

هـا و   تیها، آستروس ـ به نورون زيتما ييتوانا باانسان 

کـاهش   درتوانـد   و مـي رايـج بـوده    ها تیگودندروسیال

ــم کــردن    ــوگیری و ک ــهس ــای مداخلــه  گزين ای در  ه

 نيــابــا تمــايز  .1 (.7و  3)باشــد ثر مــيؤمــهــا  پــژوهش

ه و ب ـ ها را ايجاد کردلایو گل ها نورونتوان  ميها  سلول

 ســلولي تــوان مســیر ســیگنالیند درون مــي دنبــال آن

را بـا مـواد   وروني و يا گلیالي تمايز يافتـه  های ن سلول

مصنوعي تحريک و يا مهار کرده و نقش ايـن مسـیرها   

                                                           
1-P450scc 
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ــازی  ــرد را در نورواستروئیدس ــن  مشــخ  ک و از اي

  .(0)خاصیت برای تهیه مواد بیولوژيک استفاده نمود

ذشـته نشـان دادنـد کـه مسـیر      گهـای   پژوهش

SHH ســیگنالي
 (1)

ــي،   تنظــیم  ــم الگــوی جنین ــده مه کنن

 هــای بنیــادی ورشــد ســلول بازســازی بافــت، تجديــد

در استرويیدسـازی دخیـل   چنـین   سرطان اسـت و هـم  

 تــوان بــا مــوادی نظیــر    ايــن مســیررا مــي   .اســت

ــامین ــا   (7)پیورمورف ــوده و ب ــال نم ــار  GANT61فع مه

 .(0)کرد

از پــورين مشــتق شــده و    (7)پیورمورفــامین

SMOآگونیست گیرنده 
که يک ترکیـب حیـاتي مسـیر     (3)

. شولتز و (5)را هدف قرار مي دهد استSHH سیگنالي 

شــان دادنــد کــه پیورمورفــامین تمــايز     همكــاران ن

ساز مزانشـیمي القـا    های پیش سلول استئوبلاست را از

 .(7)شـود  ها ايجـاد مـي   ساز استئوبلاست پیش کند و مي

ــن، ــر اي ــامین، عــلاوه ب ــای ســلولي را در  پیورمورف بق

کننـده افـزايش    در پاسخ به يک اکسید HT22های  سلول

سـازی   چنـین در فعـال   پیورمورفـامین هـم   .(2)دهـد  مي

سیستم ضدالتهابي آنـدروژني درون سیسـتم عصـبي    

کشف شده است که  اخیراً .(8)مرکزی نقش مهمي دارد

کند و  های قشری محافظت مي پیورمورفامین از نورون

سـكمیک در  از سـكته مغـزی اي   های عصـبي بعـد   نق 

 پیورمورفـامین  .(2)گرداند برميهای صحرايي را  موش

عصبي علیه آسیب ناشي  های تي سلولفظاحنقش م نیز

هـای صـحرايي    ريزی زير عنكبوتیـه در مـوش   از خون

 .(14)عمل مي کند

GANT61  سـازی  فعـال  انتخـابي  بازدارنـده  يـک 

 هـای   وهشژپ ـ. اسـت  GLI2 و GLI1 واسطه با انكوژنیک

 ؛جملـه  از سـرطان  انـوا   از بسـیاری  بـرای  بالیني پیش

 چنـین  هـم  و لوسمي نوروبلاستوما، رابدومیوسارکوم،

ــای ســرطان ــزر ، روده ه ــانكرا ، ب ــه پ ــم، دهان  رح

ــت، ــه، پوس ــر ري ــردن و س ــده و گ ــام مع ــده انج  ش

 تــوجهي قابــل امیدوارکننــده نتــايج اگرچــه ..(11) اســت

 ،HCC در GANT61 بیولـوژيكي  اثـر  است، شده گزارش

 نشـده  مشـخ   نیافتـه،  تمايز HCC های سلول ويژه به

 در را GANT61 تومــوری ضــد اثــرهــا  پــژوهش. اســت

 از بیشـتری  بیـان  کـه  و نیافتـه  تمـايز  HCC های سلول

 HCC های سلول به نسبت را GLI رونويسي فاکتورهای

 شـده  هي ـارا هـای  داده. دهند مي نشان يافته تمايز خوب

 توجهي قابل طور به GANT61 که دهد مي ن نشانامحقق

 دارويـي  درمـان  از پـس  را ماندن زنده و سلولي تكثیر

 و کـره  تشكیل مانند بدخیم، های فنوتیپ. دهد مي کاهش

 انتقـال  بـه  مربـو   هـای  ژن بیـان  کـاهش  بـا  مهاجرت،

 کاهش توجهي قابل طور به( EMT)مزانشیمي و اپیتلیال

بـــه                          حـــدی تـــا GLI ژن بیـــان چنـــین هـــم .يابـــد مــي 

ــیله ــیگنال وسـ ــای سـ ــر هـ ــارف، غیـ ــه از متعـ  ؛                    جملـ

. شـود  مي تنظیم ها سلول اين در SHH, IHH, DHH مسیر

 بازدارنـده  يـک  از اسـتفاده  کـه  دهـد  مـي  نشـان  ها داده

ــن GLI رونويســي مســتقیم ــرای اســت ممك ــان ب  درم

  .(17)باشد مفید نیافته تمايز هپاتوسلولار کارسینوما

مسـیر   ن،امحقق ـ هـای  پژوهشحال با توجه به 

 هـای   رشـد و فعالیـت   در تنظـیم الگـوی   SHHسـیگنالي  

                                                           
1-Sonic Hedgehog(SHH) 
2-Purmorphamine 

(SMO) 3-Smoothened 
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جنیني نقش بسـزای ايفـا     های بنیادی سلولمتابولیكي 

ــي ــف    م ــیمیايي مختل ــای ش ــي داروه ــد و از طرف  نماي

با مهار يا فعال نمـودن ايـن مسـیر سـیگنالي      توانند مي

الگـوی ايـن    تنظیم سبب ناهنجاری يا تغییرات عمده در

در دوران رشد را سبب شوند. فلذا اسـتفاده از   هاروند

توانـد در تولیـد    مسیرهای سیگنالي درون سـلولي مـي  

لذا هدف از اين  مواد بیوژنیک و هورموني دخیل باشد.

 هـای  سـلول  تنـي  بـرون  توانمندسازیتعیین و مطالعه 

بـه   استرويیدسـازی  در موش سوری گلیالي و عصبي

ــال ــال دنب ــوأم و  SHH مســیر  ســازی فع ــار ت ــا تیم  ب

 .بودپرگننولون 

 

 روش بررسي

انجام  1044در اين مطالعه تجربي، که در سال 

 3ـ ـ0روزه بـا مخلـو     10هـای حاملـه    ابتدا موش شد،

هـوش شـدند و     بـي  سـیژن درصد گاز ايزوفلـورن و اک 

مـوش   هـای گردنـي   مهـره  جـايي در  به جابعد از ايجاد 

هـا بـه   ها خارج گرديد. جنـین مـوش  جنین موش مادر،

HEM آرامي با
تـا   ندشستشـو شـد  و سـرد   ،استريل (1) 

مو برداشته شود. سـپس در   های نظیر خون و آلودگي

هـا را از درون رحـم    زير میكروسكوپ اسـتريو جنـین  

ها را جـدا نمـوديم و پـس از در    موشجدا و سر جنین 

ــین ــز جن ــه آوردن مغ ــا ناحی ــانگلیوني  ه برجســتگي گ

را تشريح نموديم و آن را به قطعـات کوچـک    (7)جانبي

هـای  و بـر اسـا  پروتكـل کشـت سـلول      نموده تبديل

                                                                                
  

 
 

ــب     ــت مناس ــبي در محــیط کش ــادی عص حــاوی  بنی

DMEMگلوتامكس، پنسترپ  و 
(3)

حـاوی فـاکتور رشـد     

 5مـدت  ه ب درصد 5درجه و 32در دمای  و (0)اپیدرمال

 . در ايــن مــدت نوروســفرها شــكل ندشــدروز انكوبــه 

گرفتند. سپس نورسفرهای نسل اول با پاسـاژ سـلولي   

برای اثبات تمايز بـه گلیـال و نـورون بـه     و ازدياد شد 

ــه و  5مـــــدت  ــايزی انكوبـــ ــیط تمـــ روز  در محـــ

 GFAPو Bتوبــولین  بــادی نتــيآايمونوسیتوشــیمي بــا 

يیـد  أت نـورون و گلیـالي بـودن آنهـا     و مشخصاًانجام 

هـای بنیـادی منــتج از    در نهايـت سـلول    .(1)شـكل  شد

های مختلـف محـیط تمـايزی     نورسفرها ابتدا در چاهک

هـای نـوروني و گلیـالي تمـايز داده شـدند و       به سـلول 

هـا بـه    مار اين سـلول مورد نظر پس از تیهای  زمايشآ

  .7.ام گرفتهای زير انج روش

خانـه   70 تی ـسـلول بـه پل   هـزار  بیسـت حدود 

درجـه   32 یسـاعت در دمـا   70منتقل شدند و به مدت 

های مختلـف   و به روش تصادفي ساده به گروه انكوبه

و  هـای پیومورفـامین   ، گروهگروه کنترل ؛تقسیم شدند

Gant61 ( 74و  14، 5،  7، 1، 5/4)مختلـف هـای   با غلظت

همه  باشند. میكرومولار مي 5پرگننولون  و مولارمیكرو

 5 پرگننولــونبــا بــه غیــر از گــروه کنتــرل هــا  چاهــک

ســـاعت از  08 پـــس از  .ندمیكرومــولار تیمـــار شــد  

                                                           
1-Minimum Essential Medium Eagle (MEM) HEPES 
Modification 
2- Ganglionic Eminence  Lateral 
3- Epidermal Growth Factor 
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، مقدار ها سلولروی  طیو خارج کردن محانكوباسیون 

بـه   لیتر( گرم بر میلي میلي 5)MTT محلول تریكرولیم 14

ــهــر چاهــک اضــافه گرد  ــه مــدت  دي ســاعت در  3و ب

 محلـول  پـس از اضـافه نمـودن   انكوباتور قرار گرفتند. 

MTT استحصـال  بنفش رند فورمـازان   لولذرات نامح

ــریكرولیم 144ســپس شــدند و  مــي خــال   DMSO ت

و بـه مـدت   گرديـد    MTTانكوبه شده با طیمح نيگزيجا

 زانی ـمدر نهايـت  . قـرار گرفتنـد   يكيساعت در تار مین

 يسـت يتـوان ز  وجود آمده نشان دهنـده ه ببنفش رند 

در  هـا  تیپل ی. جذب نورباشد يشده م ماریت یها سلول

مـورد   دري ـر زای ـنانومتر بـا دسـتگاه ال   524طول موج 

سنجش قرار گرفت. اثر هر غلظت دارو به صورت سـه  

ها  سلول  درصد بقاو  قرار گرفت يابيتكرار مورد ارز

 (.7محاسبه شد)شكل 

 ی گلیاليها سلولهای ديگری از  هدر ادامه گرو

 هـا  سـلول  بـه  ساعت 70. دشدن منتقل خانه 17 تیپل به

بـه   سـپس  و بندچس ـب  کـف پلیـت   به تا شد داده اجازه

هـای مختلـف تقسـیم     ي سـاده بـه گـروه   فروش تصـاد 

ــ .شــدند ــا  غیــر از گــروه کنتــرل همــه چاهــک ه ب هــا ب

                    و در  گرديــــدمیكرومــــولار تیمــــار  5 پرگننولــــون

   بــا نیــز  هــای آزمــايش  گــروه یهــاســلولادامــه 

ــت ــای غلظ ــامین و  (14و  5)ه ــولار پیورمورف   میكروم

Gant 61 ارزيـابي   روز بـرای  5 به مـدت و  ندتیمار شد

بعـد از   .گرديـد  انكوبـه  نهـا در استروئیدسـازی  آتوان 

های مورد نظر بر اسا  پروتكل زير مراحل کار  زمان

 انجام گرفت.

ط روی پس از تیمار و انكوباسیون سلولي محی

طور جداگانه برداشـته شـد و   ه باهک چ هرها از  سلول

میــزان اســتروئیدهای پروژســترون و بررســي بــرای 

و تستوسترون به روش زير مورد اسـتفاده   استروژن

 .قرار گرفت

 هــا، محاســبه غلظــت مجهــول هورمــون یبــرا

از مــاده  يمشخصــ هــای غلظــت ونیبراســکالی نمــودار

اسـتاندارد   يمسـاحت منحن ـ  در مقايسـه بـا  استاندارد 

مجهـول بـه دسـتگاه و     هـای  نمونـه  قي ـرسم و بـا تزر 

مـاده مجهـول( غلظـت     ي)مساحت منحنگنالیداشتن س

 ــ ــول ب ــاده مجه  ــه م ــت م ــ يدس ــه ازدآي ــتمیس . ک  س

            کـه مجهـز بـه دتكتـور     نـاور شـرکت ک  يکروماتوگراف

UV-VIS 2550  و ستونZorbax SB-C18 متـر  يلی)ابعاد  م 

 هـا  هورمـون  زیآنال ی( برایكرومتریم 5و اندازه ذرات 

اسـتاندارد   هـای  نمونه ابتدا.  گرفت قرار استفاده مورد

 يمشــخ  بــه دســتگاه کرومــاتوگراف هــای در غلظــت

ــتزر ــ قي ــاتوگراف گنالیو س ــر  يکروم ــتدر براب  غلظ

مجهـول بـا    هـای  . سپس نمونهدگردي رسم ها هورمون

قـرار   وژیفيتحـت سـانتر   قهیبه مدت ده دق 14444دور 

بـه دسـتگاه    يسرسـرنگ  لتریگرفتند و بعد از عبور از ف

ــاتوگراف ــتزر يکرومـ ــدند. از طر قيـ ــشـ ــ قيـ  يمنحنـ

ماده استاندارد مقدار هورمون با استفاده  ونیبراسیکال

و غلظــت هــر   محاســبه يکرومــاتوگراف گنالیاز ســ

 نیـی تع ی. بـرا (3و 0)شـكل  دآي يدسـت م ـ ه هورمون ب

استاندارد از هـر   های روش، غلظت یريدقت و تكرارپذ

سه روز مختلف، هر  يهورمون در حلال مناسب در ط

 ها نمونه سازی شدند و بعد از آماده هیته یسر کيبار 

ــ و ــه  قتزري ــطح ز HPLCب ــاحت س ــ، مس  يمنحنــ ري

استاندارد  منحني به توجه با و شد محاسبه ها هورمون

شـد. در   لتبـدي  غلظـت  بـه  هـا  هورمون کیپ ريسطح ز
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که معرف دقت و درصد  راتییتغ بيدرصد ضر تينها

 روش است محاسبه شد. یريتكرارپذ انگريخطا که نما

ط روی پس از تیمار و انكوباسیون سلولي محی

طـور جداگانـه   ه ب ـ هـا  اهکها روی هر کدام از چ سلول

ــد  ــته شـ ــتروئیدهای   ندبرداشـ ــزان اسـ ــرای میـ و بـ

و تستوسترون به روش زير  استروژنپروژسترون و 

 یهــا هــا، رقــت معــرف .مــورد اســتفاده قــرار گرفــت 

 هـا بـر اسـا  روش ذکـر شـده در       استاندارد و نمونه

 .ندشد هیته کیت

به هر کدام  کننده قیاز محلول رق تریكرولیم 54

ــریكرولیم 54 وهــا اضــافه  از چاهــک ــه ت ــا از نمون  یه

مربوطـه   یهـا  به چاهـک  زیتست ن اياستاندارد، کنترل 

تكـان داده شـد.    يو به آرام ـ قهیدق 1به مدت  واضافه 

ها با استفاده از نوارچسـب پوشـانده و بـه     تیسپس پل

هر کـدام از   .گرديداتاق انكوبه  یساعت در دما 3مدت 

مخصوص وارونه  تیپلو  و شستشو رهیها آسپ چاهک

قــرار داده شــد تــا بــافر  زیــتم یدســتمال کاغــذ یرو

 ها خارج شود. ز چاهکا ماندهیباق یشستشو

ــریكرولیم 144 ــتروئیدهای  از  ت ــدام اس ــر ک  ه

بـه  دوبـاره  و ها اضـافه   به هر کدام از چاهک کونژوگه

 گـر يسـاعت د  1نوار چسب پوشانده و به مدت  وسیله

 یو شستشـو  ونیراس ـیآسپ اتاق انكوبه شد. یدر دما

از محلـول   تـر یكرولیم 144بـدين طريـق کـه     هـا  چاهک

 34ها اضافه و بـه مـدت   سوبسترا به هر کدام از چاهک

اتاق انكوبه و دور از تـابش نـور قـرار     یدر دما قهیدق

از محلول متوقف کننده واکـنش   تریكرولیم 144و داده 

هـر   یجـذب نـور   ها اضـافه شـد.   به هر کدام از چاهک

نــانومتر قرائــت  054هــا در طــول مــوج  تیــکــدام از پل

پس از اتمام کار تحقیقاتي ظروف کشت سلولي  .گرديد

بـه وسـیله   بر اسا  پروتكل آزمايشگاه کشت سلولي 

 اتوکلاو امحا  گرديدند.

آوری شــده بــا اســتفاده از    هــای جمــع  داده

ــرم ــزار  ن ــون GraphPad Prismاف ــای و آزم ــار ه  یآم

تـوکي تجزيـه و    يب ـیطرفـه و تسـت تعق   کي ـ انسيوار

 تحلیل شدند.  

 

 
   روزه و برداشتن ناحیه برجستگي گانگلیونیک خارجي 10: موش حامله   Bو  Aهای عصبي گلیالي،  يید سلولأ: دياگرام کلي تهیه سلول و ت1شكل

C : روزه موش سوری  10های بنیادی عصبي مغز جنین  سفرهای شكل گرفته پس از کشت سلول نورDهای منتج از نورسفرها در محیط  : سلول

 ـهای نوروني  میزی فلورسنتي خاص برای سلولآ های تمايزی با رند : سلولEهای عصبي گلیالي تمايز يافتند.  تمايزی قرار داده شده و به سلول

 يید شدند.أت   GFAPو B tubulinبادی  گلیالي با آنتي
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 های مورد مطالعه ماني گروه  : نمودار زنده7شكل
 

 
 و منحني کالیبراسیون هورمون پروژستروناستاندارد  فیکروماتوگرام ط :3شكل
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  ها يافته

، میانگین Gant61ل تیمار با پیوموفارمین به دنبا

 5های عصبي در گـروه پیوموفـارمین    ماني سلول زنده

داری  گـروه کنتـرل افـزايش معنـي     در مقايسه با  14و 

(41/4  (p≤میانگین و Gant61 میكرومـولار  14 با غلظت 

گـروه کنتـرل نشـان     در مقايسـه بـا  داری  کاهش معني

 .(1 )شكل≥p)4441/4)داد

میـانگین  موجـب شـد    فامینرتیمار با پیومو    

ــزان  ــ ســترون درژپرومی ــا  ي ســلولمحــیط روي در ه

 گننولـون و کنتـرل و پر  Gant61هـای   گـروه  مقايسه بـا 

چنــین  هــم. ≥p)4441/4)داری نشــان داد افــزايش معنــي

نشـان داد   5و  14ی پیوموفارمین اه هبین گرو هسيقام

گروه پیوموفارمیني سترون در ژمیزان پرومیانگین که 

میكرومــولار  5گــروه  مقايســه بــادر میكرومــولار  14

 . (5و7 شكل) ≥p)41/4)داری دارد  يافزايش معن

نیز مويـد ايـن    HPLCاز روش های حاصل  داده

میــانگین میــزان ه کــ طــوریه بــ اســت موضــو  بــوده

در  گروه های تیمار بـا پیومورفـامین  پروژسترون در 

  پرگننولـون و ، های ديگـر) کنتـرل   همه گروه مقايسه با

61 Gant ) ــي ــزايش معنـــــ  مشـــــــاهدهداری  افـــــ

ــد میـــانگین میـــزان  چنـــین  هـــم. ≥p)4441/4)گرديـ

 14بــا غلظــت  Gant 61هــای بــین گــروهپروژســترون 

 5بـا غلظـت    Gant61گـروه   در مقايسه بـا میكرومولار 

ــولار   ــمیكرومــ ــزايش معنــ ــان داده  يافــ داری نشــ

ن ولونگروه پرگنپروژسترون درمیانگین  .≥p)41/4)شد

داری  نیز  افزايش معني Gant61 های گروه در مقايسه با

 .(Aقسمت  1 شكل)≥p)45/4)داشت

ــان ــروهت گینمیــ ــترون در گــ ــای  ستوســ هــ

ــامین ــولار  14و  5پیومورفـ ــامیكرومـ ــه بـ  در مقايسـ

 (14و  5هــای  غلظــت )بــاGant 61 و هــای کنتــرل گــروه

میـانگین  چنـین   ، هم ≥p)441/4)دار داشت  افزايش معني

 میكرومولار 14غلظتبا  Gant 61گروه تستوسترون در

داری نشـان   گـروه کنتـرل کـاهش معنـي     در مقايسه با

مین های پیومورفـا  بین گروهسه يقام.  ≥p)45/4)دهد مي

میكرومولار افزايش  14 نیز نشان داد که پیومورفامین

گـروه   در مقايسه باون وسترداری در میزان تست معني

از . (B قسـمت  5و7شـكل  )≥p)41/4)میكرومولار دارد 5

گیری شده تستوسترون  های اندازه دادهمیانگین طرفي 

ــه روش  ــن هورمــون در محــیط  از HPLCب ــزايش اي  اف

ساير  در مقايسه با کشت پس از تیمار با پیومورفامین

 (.B قسمت  5 و 7 شكل)≥p)441/4)حكايت داردها  گروه

های کنترل و  در گروه استروژن میزانمیانگین 

ــون و نپرگن ــط در    Gant61ول ــت و فق ــوده اس ــفر ب ص

میزان میانگین  گیری شد. های پیومورفامین اندازه هگرو

 14و  5فامین رمحیط سلولي در گروه پیومو استروژن

داری را نشـان   گروه کنترل افزايش معني در مقايسه با

بــین  ايســهقم .(≥441/4p و  ≥441/4pبــه ترتیــب )داد

بـا   وموفـارمین نیـز نشـان داد کـه تیمـار     هـای پی  گروه

در مقايسـه   استروژنموجب افزايش  14پیومورفامین 

ــامین   ــا گــروه هــای پیومورف میكرومــولار داشــته  5ب

 میـانگین  بـرعكس  .(Cقسمت 5 و 7شكل)≥p)41/4)است

ــه  HPLCحاصــل از  اســتروژنهــای  داده نشــان داد ک

مـون در  رن در محیط کشت که ايـن هو ژمیزان استرو

گیـری بـوده اسـت و آنـالیز      هـا قابـل انـدازه    همه گروه
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هـــای تیمـــار بـــا  ر گـــروههـــا نشـــان داد کـــه د داده

و  Gant61گـروه کنتـرل و    در مقايسه بـا  پیومورفامین

 .≥p)441/4)داری داشـته اسـت   ولون افزايش معنيننپرگ

گــروه کنتــرل و  در  میــانگین اســتروژن  چنــین هــم

داری  ين ـزايش معف ـا  Gant61 در مقايسه با  پرگننولون

 (.C قسمت  5و7شكل )≥p)40/4)داشته است

 

نشان از افزايش تولید پروژوسترون در قیا  بین گروهي ها و  نالیز دادهآ:  A، ئیدی به روش الیزاهای استرو های هورمون : نمودارها داده5شكل 

: Cهای پیورمورفامین افزايش معني داری نشان داد  دادهای تستوسترون در گروه:  Bگروههای ديگر دارد.  در مقايسه باهای پیورمورفامین  گروه

های  همه گروه در مقايسه بادار  میكرومولار افزايش معني 14گیری بود که گروه پیورمورفامین  های پیورموفامین قابل اندازه پروژسترون در گروه

 ديگر داشت

 
دار تولید  های پروژسترون نشان از افزايش معني : آنالیز داده HPLC،Aهای استروئیدی به روش  های هورمون های داده : نمودار7شكل

افزايش  Gant61و گروه پرگننولون در مقايسه با گروه های  های ديگر دارد های پیورمورفامین در مقايسه با گروه پروژوسترون در گروه

های ديگر نشان داد و  داری در مقايسه با گروه های پیورمورفامین افزايش معني گروههای تستوسترون ساخته شده در  : دادهBداری دارد معني

های پیورموفامین در مقايسه با  : میانگین پروژسترون در گروهCداری نشان داد.  افزايش معنيGant61 های  پرگننولون در مقايسه با گروه

میكرومولار افزايش  5میكرومولار در مقايسه با پیورمورفامین  14گروه پیورمورفامین که  طوریه ب ،داری نشان داد های ديگر افزايش معني گروه

: درصد زنده ماني سلول A داری داشت.  میكرومولار افزايش معني Gant61 14دار داشته و گروه کنترل و پرگننولون در مقايسه با همه گروه  معني

 دهد . داری نشان مي های پیورموفامین و گروه کنترل کاهش معني ا گروههای مختلف در مقايسه ب با غلظت Gant61در گروه های 
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 بح 

جستجو برای ترکیبات دارويي جديد به منظور 

هـای   کنترل مسیرهای سیگنالیند و درمـان ناهنجـاری  

ن قابل توجه امختلف در دوران جنیني برای اکثر محقق

ترکیبات طبیعي يـا شـیمیايي تولیـد شـده بـا       باشد. مي

ــیرهای     ــن مســ ــر روی ايــ ــه بــ ــم ثانويــ                      مكانیســ

لـذا هـدف از    .(10)مولكولي استفاده شده است ـ سلولي

ايــن مطالعــه ارزيــابي اثــر داروی پیومورفــامین و     

GANT61   بر مهار يا فعالیت مسیر سـیگناليSHH  .بـود 

ثر در ؤمكانیسـم داروهـای م ـ  های اخیر کشف  در سال

پیشرفت فراوانـي   مهار يا فعالیت مسیرهای سیگنالیند

ها فاکتورها  دنبال بررسي اين مكانیسمه داشته است. ب

هـای   های مختلفي کشف شده که خود واسـطه  و آنزيم

های مختلف را  مهار يا فعال نمودن آبشاری از پروتئین

درستي ه را بکند تا بتوانند الگوی رشد جنیني  ايجاد مي

 P450scc ميآنــز ،هــا يكــي از ايــن آنــزيم ،تنظــیم نماينــد

آن قبلاً در سراسر مغز موش بـال    تیفعالباشد که  مي

گزارش شده   ينورون يالیگل یها از سلول يدر مخلوط

 طیدر  مح ـ پرگننولـون  دی ـتول  نیچن ـ هم (.13ـ15)است

 يقبل ـهـای   پژوهشدر  ينورون يالیگل یها کشت سلول

 هیقشـر مغـز، شـبك    یهـا  شده اسـت کـه نـورون   ه يارا

 يانســان کیاتیســ بعصــ مــوش  و يطــی،اعصــاب مح

 دی ـتول ييبوده و توانـا   P450scc انیب یبرا ييها تيسا

نشـان داد  حاضـر   مطالعه. (17ـ18)را دارند پرگننولون

 ،) پروژســترونیســازدیگــروه کنتــرل استروي کــه در

به وسـیله   ياندک به میزان  و استروژن (تستوسترون 

سـاخته شـد و در    يالگلی ـ ـ  يعصـب  زيمتما یها سلول

 دهايیساز اسـترو  شیعنوان په که پرگننولون ب يگروه

از گــروه  شــتریب یســازديیاسترو زانیــاضــافه شــد م

بر اسا   نیچن هم .ه استدار نبود ياما معن ،کنترل بود

 نیهـا اول ـ  تیگودندروس ـیقبـل ال  های پژوهش یها داده

 یدی ـکل ميهسـتند کـه  آنـز    يعصـب  ستمیس یها سلول

کننـد و   يم ـ انیرا ب 3bHSD يعني گريد کیدوژنیاستروئ

 دروی ـه یبه پروژسترون ود پرگننولون ليدقادر به تب

 نيا(، 13، 18و  12)است ونيسترون به اندرستندوتست

کــه عمــده  یســاز نیلــیدر م يدخــالت ييتوانــا نيــا کــه

شـوان بـوده    یها و سلول تیگودندروسیال یها تیفعال

 يعن ـي تی ـفعال ني ـالبتـه ا  .(74و 71)باشد ينامشخ  م

 یهـا  در سـلول  گريد یدهایکلسترول به استروئ ليتبد

بــه کــرات گــزارش شــده  زیــو نــورون ن يتیستروســآ

 ليتبـد  ای ـكروگلیدر حضور م ي. از طرف(77و 73)است

ــ دهایاســتروئ ــف م و برداشــت  (70و 75)گــردد يمتوق

کشـت موجـب آغـاز     طیاز مح يالیكروگلیم یها سلول

کـه   گـردد  يم ـ دهاینورواسـتروئ  دی ـو تول ليمجدد تبـد 

. (77و 72)باشـد  P450c17 ميمهار انـز  لیدله ب تواند يم

 يخاص ـ یدهایاسـتروئ  دی ـتول ييتوانـا  رسد ينظر مه ب

 یهــا ســلول يســترون در بعضــوتست درویــه یمثــل د

بـه   دياسـت کـه شـا    شـتر یب تیستروس ـآ ری ـنظ يالیگل

 يعصب ستمیس میسلول در بستر و پارانش نيا ييتوانا

ــد ــز، فعال(78)باش ــ. در مغ ــلول تی ــرل    يس ــت کنت تح

ــاملات پ ــچیتعـ ــدد، از جم  یا دهیـ ــل متعـ ــهاز عوامـ  لـ

ــا ــون یفاکتورهـ ــد، هورمـ ــا، رشـ ــ هـ ــا،  نیتوکیسـ هـ

 دهایو اسـتروئ  يعصـب  یهـا  انتقال دهنده دها،ینوروپپت

کشـت وجـود    طیدر مح ـ يکم زانیمه که ممكن است ب
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کشــت از  طیدر محــ ني. بنــابرا(78و 72)داشــته باشــند

د بـا  ن ـکـه بتوان  يعصـب  ستمیس یها از سلول يمخلوط

گفتـه   یهـا  یمغـذ  زي ـرچنین  همتعامل داشته و  گريكدي

 يبسـتر مناسـب   دن ـتوان يکنترل بوده که م ابلقکه شده 

در  يســلول ندیگنالیســ ریدخالــت مســ يبررســ یبــرا

بنابراين در اين مطالعـه  د. نباش یسازدیاستروئ نديآفر

مــورد توجــه  بــاز ريــرســان کــه از د امیــپ یرهایمســ

ــرا ــان بـ ــتول یمحققـ ــواد ب دیـ ــژولویمـ ــوده کيـ و  بـ

گســترده در ايــن زمینــه موجــود اســت  هــای پــژوهش

 نشـان   حاضـر مطالعـه   یها داده يبررسطراحي شد و 

اثرگـذار   دهايیاسـترو  دی ـدر تول SHH ریکه مس دهد مي

موجب  SHH ریفعال کردن مس که یطوره ب ،بوده است

و  HPLC پروژسـترون در هـر دو روش   دی ـتول شيافزا

بـا اسـتفاده از    ریمس ـ ني ـ. در عوض مهار اديگرد زایال

Gant 61 ــ  ــاهش معن ــب ک ــا  یدار يموج ــه ب  در مقايس

گـروه   در مقايسه با يحت ،شد ينیورموفامیپ یها گروه

استروژن در  دی. تولگردد مشاهده ميکاهش  زیکنترل ن

 نیومورفـام یپ یهـا  در گـروه  شتریب ،مطالعه یها گروه

 یری ـگ که عدم انـدازه است و مشاهده  یریگ قابل اندازه

بـه   ازی ـهـا ن  سلول در مقايسه با گريد یها گروه رآن د

 دهايیاسترو ييداشته تا به محصول نها یشتریزمان ب

 شيرو بـه افـزا   لیاما دل ،افتهيدست  ستروژنابر  يعني

توانـد   يم ـ نیومورفـام یدر گـروه پ  یری ـگ اندازه زانیم

 تی ـفعال ني ـه اک ـ نيو ا SHH ریسم تیاز اثر فعال يناش

 یها سلول لهیوسه ب یساز در استروژن عيموجب تسر

دهـد   نتايج نشان مي .، باشدشده است يالیو گل يعصب

و  5هـای   که استفاده از داروی پیومورفامین بـا غلظـت  

توانسته است مسـیر سـیگنالي    میكرومولار احتمالاً 14

SHH   را تحريک و روند سنتز استروژن، پروژسـترون

ــروه  ــا گ ــر  و تستوســترون را در مقايســه ب ــای ديگ ه

خـواني   ن هماديگر محققهای  پژوهشبا افزايش دهد که 

هـای   و همكاران نشان دادند کـه سـلول   سینها .(0)دارد

توانند ترکیبات نورواستروئیدی بـا اسـتفاده    گلیالي مي

ــا     ــه  ب ــد ک ــنتز نماين ــیگنالیند ســلولي س از مســیر س

و  وانـد  خـواني داشـته اسـت.    همحاضر های  پژوهش

های نوروني با اسـتفاده   همكاران نشان دادند که سلول

اند استروئید لازم جهـت تـرمیم    توانسته P450از آنزيم 

با اسـتفاده از  را های مغز  های وارده به سلول و آسیب

ــ مســیرهای ســلولي ــا مولكــولي ســنتز  ـ ــد کــه ب نماين

 .(70)خواني دارد اين تحقیق همهای  پزوهش

تـوان بـه عـدم     های ايـن مقالـه مـي    از محدويت

هـای مختلـف    هـای نوروسـفر در غلظـت    تشكیل سلول

اثـرات   دارو در مراحل تیمار اشاره کرد کـه در نتیجـه  

نشـد، بنـابراين روش اجـرا    سـازی مشـاهده    استروئید

ــابراين پیشــنهاد    مجــدداً ــد. بن ــرار گردي بررســي و تك

هـای اسـتفاده شـده     گردد که در آينده از اين غلظت مي

کـار  ه های ديگر جنین هم ب ـ های بنیادی بافت در سلول

هـای ايـن    ای بهتر بـرای اثـرات  فعالیـت    رود تا مقايسه

 دست آيد.ه داروها ب

 

 گیری نتیجه

داده های حاصل از اين مطالعه نشان مي دهـد  

وسیله پیورمورفـامین موجـب   ه ب  SHHکه القای مسیر 

 ـ ـ هـای اسـترويیدی) اسـتروژن    افزايش تولید هورمون
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هـای   لپروستروژن و تستوتسترون( بـه وسـیله سـلو   

به شود که مهار اين مسیر   عصبي مي ـ  تمايزی گلیالي

 ،اسـت  دنبـال داشـته  ه تايج عكس را بن Gant 61 وسیله

توان نتیجـه گرفـت    های اين مطالعه مي بنابراين از داده

تواند موجـب تولیـد اسـترويیدها     مي SHHکه القا مسیر 

 گردد.

 

 تقدير و تشكر

ن اين طرح از مسـئولین مرکـز تحقیقـات    امحقق

اســتفاده از امكانـات آن مرکــز   رایگیاهـان دارويــي ب ـ 

ــا کــد اخــلاق    ــن طــرح ب ــد، ضــمنا اي تشــكر مــي نماين

IR.YUMS.REC.1399.120   ــان ــات گیاه ــز تحقیق در مرک

 دارويي دانشكده پزشكي اجرا شد. 
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Abstract: 
Background & aim: Steroid production has been reported in the asexual tissues of the nervous 
system. Stimulants are in the normal activity, function and function of the nervous system. 
Identifying the conduction pathways involved in glucocorticoids and enabling brain parenchymal 
cells can offset the balance in the active nervous system at old ages when the body is depleted. 
Therefore, in this study, by increasing the activity of sonic hedgehog (SHH) pathway attempted by 
purmorphamine and its capacity by Gant 61, the effect of this pathway on steroid process in culture 
medium of glial neurons is evaluated. 
 
 

Methods: The present experimental study was conducted in 2021. First, neuronal stem cells were 
obtained from the cortex of a 14-day-old embryonic mice by standard methods. Survival of 
neuronal stem cells after treatment with 5 μM pregnenolone with different concentrations of 
purmorphamine (1,2,5, 10 and 20) and Gant 61 was performed by MTT method. Then the cells 
were placed in a differentiation medium and after treatment with different concentrations and 5-day 
incubation, the surface of the cells was removed from the cell culture medium and the amount of 
testosterone and estrogen were measured by ELISA and HPLC. Data were analyzed using 
ANOVA statistical test using graph pad software. 
 

Results:  The survival data of the groups indicated an increase in survival after treatment with 
purmorphamine (114.3) compared to the Gant 61 group (63.7 Pg) (p≤0.5). Progesterone data in 
the supernatant of glial neurons showed that purmorphamine groups (287.2 Pg) had a significant 
increase compared to control (88.28) and Gant 61 (40.5 Pg) groups (p≤ 0.001). Also, testosterone 
data show that purmorphamine groups (73.8 Pg) in both ELISA and HPLC methods have a 
significant increase compared to the control (153.8 Pg) and Gant61 (52.92 Pg) groups (p≤ 0.0001). 
Also, pregnenolone group (236.5 Pg) showed a significant increase compared to Gant61 (40.5 Pg) 
group (p≤ 0.05). Analysis of estrogen data by HPLC method showed that there was a significant 
increase in estrogen production in the purmorphamine groups (331.2 Pg) compared to the control 
(42.11 Pg) and Gant61 (42.11 Pg) groups (p≤ 0.0001). 
 

Conclusion: The data from this study indicated that the induction of the shh pathway by 
purrmorphamine increased the production of steroid hormones (estrogen-progesterone and 
testosterone) by glial-neuronal differentiating cells, which inhibition of this pathway had the 
opposite effect. The present study concluded that induction of the shh pathway can lead to the 
production of steroids. 
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