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 PC12رده سلولی 
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 دهیچک
کند. تیمار حیوانات یمی حافظه، آن را تقویت هانیپروتئبا فعال کردن  Camkiv. محصول ژن باشدیم نیپروتئوابسته به سنتز  بلندمدتحافظه  :زمینه و هدف

های در سلول Camkivعصاره الکلی کندر در بیان  ریتأث. بنابراین، هدف این مطالعه بررسی شودیمآلزایمر  نیز با کندر منجر به تقویت حافظه و بهبود آزمایشگاهی

PC12 باشدیم. 

عصاره در  تریلیلیم/کروگرمیم 92 و 73 ،22 ،03 ،22 ، 13های با غلظت هاسلولبررسی شد.  MTTبا آزمون  هاسلولسمیت کندر بر زیستایی  ها:مواد و روش

عصاره در  تریلیلیم/کروگرمیم 23 و 2های با غلظت هاسلولی شد. سپس، ریگاندازه هاتیمار شده و میزان جذب آن ساعت 72 و 09 ،20 ،12های زمانی بازه

 انجام یافت.  real-time PCR واکنشتبدیل شد و  cDNAبه  شده استخراج RNAهای فوق تیمار شدند. زمان

به ترتیب برابر با  ساعت 72 و 09 ،20 ،12آمده برای تیمارهای دستبه IC50تیمار با عصاره افزایش یافت. مقادیر  غلظت و زمان مرگ سلولی با افزایش نتایج:

ساعت پس از تیمار منجر به افزایش  20عصاره،  تریلیلیم/کروگرمیم 23 و 2های براین، غلظتبود. علاوه تریلیلیم/کروگرمیم 13.92و  21.32، 22.82، 71.31

 ساعت پایدار بود.  72کندر در افزایش بیان ژن تا  ریتأثمشاهده شد.  Camkivساعت، حداکثر بیان  09شد. در تیمار  Camkivدار بیان معنی

باشد که نشان افزایش دهد. این نتایج در راستای مطالعات قبلی می مدتیطولانتوجه و قابل طوربهرا  Camkiv انیب تواندیمکندر  یالکل عصاره ی:ریگجهیتن

نیاز به مطالعات  Camkiv و Bdnf، با توجه به وجود مسیر دوطرفه در تنظیم بیان وجودنیباادهد. ، را افزایش میCamkivدست ، ژن پایینBdnfدادند کندر بیان 

 . باشدیمغز ی برای شناخت مکانیسم دقیق عملکرد کندر در مترجامع

 

 PC1 هایسلول ،Camkiv ژن کندر،عصاره الکلی  :کلمات کلیدی

 

 
 

 

 

 

 مقدمه
حافظه و یادگیری نتیجه میان کنش بین ژن ها و محیط می  

باشد. منظور از حافظه، کسب دانش، ذخیره سازی و بازیابی آن 

می باشد و یادگیری کسب اطلاعات از محیط اطراف را شامل می 

شود. حافظه انواع مختلفی دارد که از نظر مدت زمان بقا و 

تا پایان عمر متغیر  پایداری متفاوت بوده و از چند ثانیه/دقیقه

( از چند دقیقه تا چند STMمی باشند. حافظه کوتاه مدت )

ساعت پایدار بوده و با تغییرات کوالانسی مولکول های سیناپسی 

از پیش موجود مانند فسفریلاسیون و دفسفریلاسیون آنزیم ها، 

گیرنده ها و کانال های یونی همراه می باشد. در مقابل، حافظه 

( چندین روز دوام داشته و با رشد سیناپس LTMبلند مدت )

های جدید و بازسازی سیناپس های قبلی ارتباط دارد. بنابراین 

پژوهشیمقاله   
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 Camkivتاثیر کندر در بیان ژن 

 پزشکی بالینی دوره

 

838 

LTM برخلاف ،STM نیازمند رونویسی و ترجمه پروتئین های ،

تثبیت  LTMبه   STMانتقال اطلاعات از . (2, 1)جدید می باشد 

گفته می شود. مختل شدن فرایند تثبیت که در بیماری های 

نوروژنیک رخ می دهد، مانع از به یاد آوردن اتفاقات گذشته 

 LTMمرکز اصلی حافظه و یادگیری بویژه . (3)خواهد شد 

می باشد. نورون های هیپوکامپ مدت زمان کوتاهی  هیپوکامپ

پس از فعال شدن می توانند قدرت اتصالات خود را تغییر دهند. 

( نامیده می LTPاین پدیده که نیرومند سازی طولانی مدت )

امه شود و می تواند برای چندین ساعت و یا حتی چندین روز اد

 .(2, 0)است  LTMداشته باشد، مکانیسم مهمی در یادگیری و 

ژن های متعددی شناسایی شده اند که بیان آن ها در مغز به 

کمک می کند. ژن  LTMو در نتیجه تشکیل  LTPتقویت 

 IVکدکننده پروتئین کیناز وابسته به کلسیم/کالمودولین 

(Camkiv بطور عمده در هیپوکامپ بیان شده و پروتئین )

سرین/ترئونین کینازی کد می کند که بطور غالب در هسته نورون 

با اتصال  CaMKIVهای هیپوکامپ یافت می شود. 

فعال  CaMKKکلسیم/کالمودولین و فسفریلاسیون توسط آنزیم 

 یساز فعال CaMKK میآنز با ونیلاسیفسفر جهینتمی شود. 

هم چنین  .است م،یکلس ابیدر غ یحت ،CaMKIVمدت  یطولان

مشخص شده است که خودفسفریلاسیون دمین مهاری در 

CaMKIV  باعث می شود اثر مهاری این دمین حذف شده و

در دسترس  CaMKKبعنوان سوبسترای  CaMKIVپروتیئن 

پروتئین های متعددی  CaMKIV. در هسته، (7, 6)قرار گیرد 

، را فسفریله کرده CREBفاکتور رونویسی اصلی حافظه،  ازجمله

. کندیمآن را فعال  دستنییپای اهژنو از این طریق بیان 

CaMKIV  از طریق رونویسی وابسته بهCREB  منجر به رشد

ی نورونی، پاسخ های سیناپسی و در نهایت تقویت هاتیدندر

LTP ن،یبرا علاوه. (8, 9)د شویم CaMKIV  با تنظیم رونویسی

تاثیر ضد آپوپتوزی در سلول های نورونی دارد  Bcl-2پروتئین 

(13)  . 

با وجود پیشرفت های چشمگیر در طب مدرن، طب سنتی و 

استفاده از گیاهان دارویی در جهت تقویت و درمان شرایط 

یی بالامختلف از جمله حافظه و یادگیری همچنان از توجه 

ته های . کندر صمغ حاصل از درخت و بو(11)برخوردار می باشد 

تاکنون  گذشته از( می باشد که Burseraceaeخانواده بورسراسه )

. اهمیت ردیگ یم قرار استفاده مورد یو پزشک یتجار نهیزم در

کندر از نظر تجاری، در تهیه عطر و بخور و از نظر پزشکی در 

مهار خونریزی های داخلی، درمان کبودی های سطحی و بیماری 

. علاوه (13, 12)های التهابی از جمله آرتریت و آسم می باشد 

بر این، مطالعات فیزیولوژیکی اخیر نشان دادند کندر در تقویت 

های آبی و  عصاره حافظه نیز نقش مهمی ایفا می کند. تجویز

های بالغ  موش ضاییف حافظه بهبود موجب هیدروالکلی کندر

 بحرانی دوران در کندر عصاره . هم چنین، مصرف(10)می شود 

صحرایی  های موش نوزادان و جنین عصبی نمو دستگاه و رشد

. (12)حافظه آن ها نشان می دهد  تاثیر قابل توجهی در تقویت

در سطح مولکولی نیز، عصاره کندر در تنظیم بیان ژن فاکتور 

ول این ژن ( دخالت دارد. محصBdnfنوروتروفیک حاصل از مغز )

با مشارکت در انتقال سیناپسی نقش مهمی در تشکیل حافظه و 

توسط  BDNF. رونویسی پروتئین (16) کندیم فایایادگیری 

صورت می گیرد و همانطور که قبلا ذکر  CREBویسی فاکتور رون

 Bdnfمی شود. بنابراین  CREBباعث فعال شدن  CaMKIVشد 

می باشد  CaMKIV-CREBیکی از ژن های پایین دست مسیر 

که بیان آن در موش های صحرایی دریافت کننده کندر افزایش 

 . (17)قابل ملاحظه ای نشان می دهد 

با توجه به اطلاعات حاصل از مطالعات فیزیولوژیکی و مولکولی 

 انجام شده در جهت شناخت اهمیت کندر در تقویت حافظه،
هدف این پژوهش بررسی تاثیر عصاره الکلی کندر در بیان ژن 

Camkiv  در رده سلولیPC12  می باشد. رده سلولیPC12 

موش صحرایی است که بعلت م موسیتووفئوکرمشتق شده از 

داشتن انتقال دهنده های عصبی دوپامین و نورآدرنالین مشابه 

نورون ها بوده و به این جهت در مطالعات عصبی بعنوان سلول 

 . (19)مدل استفاده می شود 
 

 

 

  هامواد و روش

ایران،  پاستور یسلول بانک از PC12 یسلول رده :موادتهیه 

، RPMI(، محیط کشت هند) Mother Herbsشرکت  از کندر

-پنی سیلین کیوتیبیآنتو  (FBS) یگاو نیجنسرم 

از شرکت گیبکو )آمریکا(، ایزوپروپانول،  X133استرپتومایسین 

اتانول و کلروفرم از شرکت مرک )آمریکا(، آنزیم رونوشت بردار 

پرایمر رندوم هگزامر و ، بونوکلئازیر مهارکننده میآنزمعکوس، 

( از شرکت ترموفیشر dNTPدئوکسی نوکلئوتید تری فسفات )

 ®SYBR فلورسنت رنگ یحاو real-time PCR تیک)آمریکا(، 

Green   از شرکت امپلیکون )انگلستان( و سایر مواد از شرکت

 .دیگرد هیتهسیگما )آمریکا( 
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در  PC12ی هاسلول: PC12های  سلول کشتنگه داری و 

درصد  13با  شدهیغن  RPMIکشت  طیمحو در  T25فلاسک 

FBS  کشت نیسیاسترپتوما-نیلیس یپن کیوتیبیدرصد آنت 1و 

درصد  83و  2COدرصد  2 حاوی C˚ 37 و در انکوباتور ندافتی

در مواردی که نیاز به جدا کردن سلول شدند.  یدارنگهرطوبت 

به  PC12 یهاسلول تیحساس ها از فلاسک بود، به دلیل

 یررسب جهت. استفاده شدو اسکراپر  یکیمکان روش تریپسین، از

 یفلاسک ها ها، آن یآلودگسلول ها و احتمال  ییستایز یکل

اینورت مورد ارزیابی  کروسکوپیم با روزانه بطور یکشت سلول

از رشد مناسب  نانیاطم یبرا ازیو در موارد موردن قرار گرفتند

 سلول قیدق تعداد نئوبار لام و بلو پانیتر از استفاده باها،  سلول

  .شد مشخص زنده و مرده یها

پودر کندر از طریق کوبیدن  تهیه عصاره الکلی کندر:

 آماده شده پودر از گرم 23. به دست آمد هاون با کندر قطعات

به  حاصل محلول. شد حلدرصد  86 اتانول تریل یلیم 233 در

 دور در سپس و شد یدار نگه اتاق یدما درساعت  09مدت 

rpm 1333 با ییرو محلول. شد وژیفیسانتر قهیدق 13 بمدت 

 بیترک و در نهایت شد ریتبخ سوکسله دستگاه استفاده از

 ید یآل حلال در چسبنده بیترک نیا. آمد دست به یا چسبنده

ی تا زمان استفاده در دماو  شد حل درصد 3.1 دیسولفوکسا لیمت

C˚ 0 شد. یدارنگه 

 زیستایی میزان سمیت عصاره الکلی کندر بری بررس

بررسی تاثیر عصاره الکلی کندر بر زیستایی  به منظور :هاسلول

. شد استفاده (MTTاز نمک تترازولیوم )آزمون  PC12سلول های 

توسط آنزیم های  است که رنگ زرد نمک تترازولیوم پودری

میتوکندریایی سلول های زنده احیا شده و تشکیل رسوب بنفش 

. برای انجام این آزمون، (18)رنگ نامحلول فورمازان می دهد 

 تهیدانس باتوسط لام نئوبار شمارش شده و  PC12 یها سلول
. افتندی کشت یچاهک 86 تیپل در چاهک هر یازا به سلول 013

 ،تیپل به هاسلول اتصال از نانیاطم از پس و ساعت 20 باگذشت

 92 و 73 ،22 ،03 ،22 ،13 یها غلظت با ها سلول

 09 ،20 ،12 مدت به و کندر یالکل عصاره از تریلیلیم/کروگرمیم

 با که ییهاسلولاز . شدند ماریت C˚ 37ی دما در ساعت 72 و

 نترلک یهاسلول عنوانبه ،ده بودندنش ماریت کندر الکلی عصاره

غلظت عصاره و نیز برای سلول های کنترل  هر شد. برای استفاده

 ها زمان انکوباسیون، سلول شد. طی گرفته نظر در چاهک 3

 عدم و ها سلول رشد از چگونگی تا گرفتند قرار بررسی مورد

 یزمان یها بازه گذشت از پس شود. آنها اطمینان حاصل آلودگی

 چاهک هر به MTT آماده شده محلولاز  تریکرولیم 23 مربوطه،

 ˚Cی دما در قهیدق 33 و ساعت 3 مدت به هاسلول و شد اضافه

 طیمح ،زمان مذکور پس از گذشت مدت. شدند یدار نگه 37

محلول  تریکرولیم 123 یی هر چاهک تخلیه شد و به جای آنرو

با  قهیدق 12 مدت به تیپل. شد اضافه دیسولفوکسا لیمت ید

 ستالیرک تا شد داده تکان یآهستگ به کریش دستگاه استفاده از

 چاهک هر جذب زانیمو پس از آن،  شوند حل شده لیتشک یها

 Elisa readerبا استفاده از دستگاه  نانومتر 273 موج طول در

. میزان سمیت ایجاد شد یریگ اندازه، آمریکا( BioTek)شرکت 

 شده در هر غلظت عصاره از فرمول زیر محاسبه گردید:

 

   -1درصد سمیت= 
میانگین جذب سلول های تیمار شده

میانگین جذب سلول های کنترل 
 × 133 

 درصد سمیت – 133درصد زیستایی= 

 
 

 انیب العاتمطبا عصاره الکلی کندر جهت  هاسلول ماریت

پس از شمارش توسط لام نئوبار  PC12 یها سلول :Camkiv ژن

 یچاهک 6 تیپل در چاهک هر یازا به سلول/ 0×213 تهیدانس با

و اطمینان از چسبیدن  کشت از پس ساعت 20. افتندی کشت

 23 و 2 یها غلظت با ها سلول ،سلول ها به پلیت

 ،20 ،12 در چهار بازه زمانی یالکل عصاره تریلیلیم/کروگرمیم

 در این بازه های زمانی، .قرار گرفتند ماریتتحت  ساعت 72 و 09

 یهاسلول از. شدند نگه داری C˚ 37ی دماانکوباتور  در ها سلول

 فادهاست کنترل یهاسلول عنوانبهبا عصاره الکلی  نشده ماریت

 آلودگی عدم و از نظر رشد هازمان انکوباسیون، سلول  طی .شد

 گرفتند.  قرار بررسی بطور مرتب مورد

 72 و 09 ،20 ،12 با گذشت بازه زمانیتام:  RNA استخراج

 RNX-PLUS محلولبا  چاهک هر ییرو محلولاز تیمار،  ساعت

 هب و شده جدا تیپل از هاسلول آهسته، پتاژیپ باشد.  ضیتعو

ل یافتند. محلو انتقالاتوکلاو شده  یتریلیلیم 2/1 وبیکروتیم

 rpm 12333 دور با ه وشد بیترک کلروفرم با سلولی حاصل

 وبیکروتیم به ییرو محلولدر این مرحله،  .شد وژیفیسانتر

 .شد اضافه زوپروپانولیا آن حجم هم ه وافتی انتقال یدیجد

 در و شد داده شستشوسرد  درصد 72 اتانول با RNA رسوب

 RNA تیفیک. شد حل بونوکلئازیر از یعار آب در تینها

 اپنانودر با آن غلظت وبررسی شد  آگارز ژل توسط شدهاستخراج
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استخراج شده سپس توسط آنزیم  RNA .شد اندازه گیری

DNaseI  تیمار شد تا آلودگی احتمالیDNA  از بین رفته و

RNA  خالص برای سنتزcDNA  .استفاده شود 

 ابتدا: در این مرحله، واکنش رونوشت برداری معکوس

RNA یدما در قهیدق 13 مدت به تام C˚ 62 تا شد انکوبه 

 RNAاز  نانوگرم 1333سپس  شود، حذف آن هیثانو یساختارها

تبدیل شد. به  cDNAبا استفاده از پرایمرهای رندوم هگزامر به 

 233) معکوس بردار رونوشت میآنز میکرولیتر کاین منظور ی

 وسمعک بردار رونوشت میآنز بافرمیکرولیتر  0 ،(تریلمیکرو/تیونی

(5X)، 2/3 03) بونوکلئازیر مهارکننده میآنز میکرولیتر 

 133) هگزامر رندوم میکرولیتر آغازگر 1 ،( تریلیونیت/میکرو

 شد استفاده (مولار یلیم 13) dNTPمیکرولیتر  1 و (کرومولاریم

       .شدانکوبه  C ̊02ی دما در قهیدق 63 مدت بهو محلول حاصل 

در سلول  Camkivمیزان بیان ژن  :Camkivبررسی بیان ژن 

 real-time PCRهای تیمار شده و کنترل با استفاده از تکنیک 

 استفاده موردبررسی شد. طراحی آغازگرهای مستقیم و معکوس 

 Gapdhو  Camkiv (NM_012727.3)جهت تکثیر ژن 
(NM_017008.4)  افزار نرم)کنترل داخلی( باOligo7 وب  و

)آمریکا( صورت گرفت. جهت اطمینان از عدم  Primer3 سایت

، آغازگرها در هر دو ژن برای اگزون DNAتکثیر آلودگی احتمالی 

 آزمایش از استفاده باهای متفاوت ژن طراحی شدند. سپس، 

 مربوط و آغازگرهایcDNA  بهینه غلظت میزان غلظت، سریال

 مورداستفاده در آغازگرهای .شد مشخص مجزا طور به ژن هر به

شامل آغازگر  Camkiv ژنبرای   real-time PCR واکنش

و  5՜-AAGCAGCCAACTTTGTCCAC-3՜ مستقیم با توالی

و  5՜-TGTCTTGTCCTTGCCGTCTTG-3՜آغازگر معکوس با توالی 

 توالی   با     مستقیم   آغازگر    شامل     Gapdh    ژن   یبرا

5՜-CATAGACAAGATGGTGAAGGTCG-3՜  آغازگر و

 5՜-CCGTGGGTAGAGTCATACTGG-3՜معکوس با توالی 

 13 ییحجم نها با real-time PCRمی باشد. واکنش های 

 Corbett شرکت) TMGene-Rotor 6000 دستگاه در تریکرولیم

Life Science، و با استفاده از کیت ایاسترال )real-time PCR 

(x2)، cDNA 1 رقت) شده قیرق
 یاختصاص آغازگرهای و (⁄10

برنامه  .انجام گرفت (کومولیپ 13) Gapdh و Camkiv ژن

 مدت به C˚ 82شامل واسرشتگی اولیه در دمای  PCRحرارتی 

 C˚ 82ی دما با سه مرحله واسرشتگی در چرخه 03 ،قهیدق 12

 33 مدت به C˚ 63ی دمامرحله اتصال در  ه،یثان 33 مدت به

. بود هیثان 33 مدت به C˚ 72ی دما مرحله بسط در و هیثان

 محصولات  ذوب دمای آنالیز بودن واکنش ها با اختصاصی

PCRدر نهایت، نتایج حاصل از این واکنش ها با  .گرفت صورت

مورد بررسی قرار گرفت و میزان بیان نسبی به دست  ΔCT-2 روش 

 آمد.  

 کشندهموثر  غلظتجهت تعیین  :یآمار لیتحل و هیتجز

(IC50)  عصاره در زمان های مختلف، از پارامتر رگرسیون

 GraphPad Prism افزارنرم 6غیرخطی با شیب متغیر از نسخه 

آزمون با  Real-time PCRتحلیل نتایج  .شد استفاده( کایآمر)

T.test student  افزارنرم 18در نسخه SPSS (کایآمر ) باp-value 

صورت گرفت. جهت رسم  یمعنادار سطح بعنوان 3.32 ریز

از  real-time PCRنمودارهای مربوط به نتایج آزمون زیستایی و 

 real-time و ییستایز آزمون جینتا شد. استفاده Excel برنامه

PCR شد داده شینما استاندارد انحراف ±نیانگیم صورتبه. 

 

 نتایج

دنبال افزایش غلظت و زمان  به مرده یها سلول درصد  

 افزایش یافت:  کندر یالکل عصارهتیمار با 

لول بر بقا و زیستایی س کندر یالکل عصارهجهت بررسی تاثیر 

استفاده شد. برای انجام این آزمون،  MTTاز آزمون  PC12های 

ساعت با پنج  72و  09، 20، 12سلول ها در چهار بازه زمانی 

 تریلیلیم/کروگرمیم 92 و 73 ،22 ،03 ،22 ،13غلظت مختلف 

از عصاره الکلی کندر تیمار شدند. سلول های تیمار نشده با عصاره 

الکلی به عنوان نمونه کنترل در هر بازه زمانی مورد استفاده قرار 

گرفت. با توجه به اینکه فقط سلول های زنده و دارای فعالیت 

متابولیک قادر به تشکیل رسوب رنگی می باشند، بنابراین می 

ادگی سلول های مرده و زنده را از هم به س MTTتوان با آزمون 

تشخیص داد. نتایج حاصل از این آزمون نشان داد میزان زیستایی 

سلول ها بصورت تابعی از غلظت و زمان تیمار با عصاره الکلی 

کندر کاهش یافت. بیشترین تاثیر کشندگی عصاره در دو بازه 

ار ساعت مشاهده شد. در این دو بازه زمانی چه 72و  09زمانی 

عصاره منجر به  تریلیلیم/کروگرمیم 92و  73، 22، 03غلظت 

درصد سلول ها شد. در صورتی که در بازه  23مرگ بیش از 

 تریلیلیم/کروگرمیم 92و  73ساعت، فقط دو غلظت  20زمانی 

عصاره باعث مرگ قابل توجه سلول ها شد. علاوه بر این، کمترین 

ساعت مشاهده شد  12اثر کشندگی عصاره الکلی در بازه زمانی 

 63عصاره  تریلیلیم/کروگرمیم 92که فقط در تیمار با غلظت 
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مرده و فاقد فعالیت متابولیکی بودند  PC12درصد سلول های 

عصاره در  تریلیلیم/وگرمکریم 22و  13(. غلظت های 1 نمودار)

 PC12درصد سلول های  23همه بازه های زمانی مرگ کمتر از 

را باعث شدند. این امر نشان می دهد عصاره در غلظت های پایین 

 برای سلول ها قابل تحمل می باشد. 

برای  MTTعصاره الکلی کندر که از نتایج آزمون  IC50مقادیر 

قابل مشاهده می باشد.  1هر بازه زمانی به دست آمد، در جدول 

 راتیتاث از اجتناب جهت ،MTTحاصل از آزمون  جینتا طبق

از غلظت  ،مختلف آن یغلظت ها ریتاث سهیو مقا عصاره یسم

درصد داشت و  23از  کمتر IC50 که تریل یلیم/کروگرمیم 23

 مطالعات در ،تریل یلیم/کروگرمیم 2تر آن،  قیده برابر رق غلظت

  .شد استفاده ژن انیب

عصاره الکلی کندر منجر به افزایش قابل توجه بیان ژن   

Camkiv سلول های در PC12 :شد 

، Camkivبیان ژن  برجهت بررسی تاثیر عصاره الکلی کندر 

 تریلیلیم/کروگرمیم 23 و 2 یها غلظتبا  PC12 سلول های

تحت  ساعت 72 و 09 ،20 ،12 در چهار بازه زمانی یالکل عصاره

 real-time PCRقرار گرفتند و میزان بیان ژن با تکنیک  ماریت

 
به منظور بررسی تاثیر عصاره بر بقا و مرگ . با افزایش غلظت و زمان تیمار با عصاره الکلی کندر PC12ی ها سلولبررسی افزایش میزان مرگ . 1نمودار

 ،22 ،13 یها غلظت با سلول ها کشت، از پس ساعت 20 تند.افی کشت یچاهک 86 تیپل در  PC12ی ها سلولاستفاده شد.  MTTسلول ها، از آزمون 

 عصارهنشان داد  MTTند. نتایج حاصل از آزمون شد ماریت ساعت 72 و 09 ،20 ،12 مدت بهالکلی  عصاره از تریلیلیم/کروگرمیم 92 و 73 ،22 ،03

ساعت و فقط  12کمترین اثر کشندگی عصاره الکلی کندر در بازه زمانی . می دهد کاهش را ها سلول بقای بصورت تابعی از غلظت و زمان، کندرالکلی 

 تریلیلیم/کروگرمیم 92 و 73 ،22 ،03غلظت  0ساعت برای  72و  09و بیشترین اثر کشندگی در دو بازه زمانی  تریلیلیم/کروگرمیم 92برای غلظت 

 عصاره گزارش شد.

 

 برای عصاره الکلی کندر MTTبه دست آمده از آزمون  IC50مقادیر . 1جدول 

 ساعت 22 ساعت 24 ساعت 22 ساعت 12 زمان تیمار

 92/13 32/21 82/22 31/71 (تریلیلیم/کروگرمیم)غلظت عصاره 
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 عنوانهببا عصاره الکلی نیز  نشده ماریت یهاسلول ازارزیابی شد. 

 نسبت Camkivژن  بیان میزان .شد استفاده کنترل یهاسلول

 .شد سازی نرمال داخلی کنترل عنوان به Gapdhبیان  به

و  2مشاهده می شود، هر دو غلظت  2 نمودارهمانطور که در 

منجر  ،عصاره، در مقایسه با نمونه کنترل تریلیلیم/کروگرمیم 23

ساعت شد که این  12در بازه زمانی  Camkivبه افزایش بیان ژن 

-32/3pمعنادار بود ) تریلیلیم/کروگرمیم 2افزایش برای غلظت 

value<.)  ساعت تا  12افزایش بیان مشاهده شده در بازه زمانی

ساعت پس از تیمار ادامه یافت. علاوه بر این، شدت بیان در  20

ساعت بود، بطوریکه  12این بازه زمانی بیشتر از محدوده زمانی 

در این بازه زمانی تفاوت معناداری بین هر دو نمونه تیمار شده با 

(. افزایش بیان ژن  >32/3p-valueنمونه کنترل مشاهده شد )

Camkiv  2ساعت پس از تیمار با غلظت  09در 

به بیشترین مقدار خود رسید و تفاوت قابل  تریلیلیم/کروگرمیم

 23توجهی با میزان بیان نمونه کنترل و غلظت 

(. با این وجود با >32/3p-valueنشان داد ) تریلیلیم/کروگرمیم

ساعت تغییرات در بیان ژن برای  72به  09عبور از بازه زمانی 

سیر نزولی نشان داد. این نتایج  تریلیلیم/کروگرمیم 2غلظت 

عصاره در یک  تریلیلیم/کروگرمیم 2نشان می دهد که غلظت 

را از بازه زمانی  Camkivالگوی وابسته به زمان میزان بیان ژن 

ساعت افزایش می دهد. با این وجود، با گذر از  09ساعت تا  12

پس از  Camkivساعت، بیان  72ساعت به  09محدوده زمانی 

ساعت سیر کاهشی پس از  09رسیدن به حداکثر مقدار خود در 

 ساعته نشان می دهد.  72تیمار 

 23و  2اگرچه الگوی بیانی مشاهده شده برای غلظت های 

ساعت  20و  12عصاره در هر دو بازه زمانی  تریلیلیم/کروگرمیم

ساعت تغییرات  72و  09مشابه می باشد، در بازه های زمانی 

حاصل در بیان ژن برای دو غلظت مذکور عکس هم است. به 

ساعت پس از تیمار با عصاره مقدار بیان ژن  09عبارت دیگر، 

Camkiv  کاهش قابل توجهی  تریلیلیم/کروگرمیم 23در غلظت

 
 23و  2تغییرات بیان ژن پس از تیمار با دو غلظت  کندر.پس از تیمار با عصاره الکلی  PC12در سلول های  Camkivبررسی تغییرات بیان ژن . 2 نمودار

بررسی شد. طبق نتایج حاصل از این آزمایش، در دو بازه زمانی  real-time PCRعصاره در هر چهار بازه زمانی با استفاده از تکنیک  تریلیلیم/کروگرمیم

عصاره در  تریلیلیم/کروگرمیم 2در هر دو غلظت عصاره بیشتر از نمونه کنترل بود. این افزایش بیان برای غلظت  Camkivساعت میزان بیان ژن  20و  12

 تریلیلیم/کروگرمیم 23در غلظت  Camkivساعت پس از تیمار نیز ادامه یافت و به حداکثر رسید. در صورتی که در همین محدوده زمانی میزان بیان ژن  09

ساعت پس از تیمار تغییرات بیان ژن در دو غلظت در جهت عکس هم صورت گرفته و در نهایت در سطح یکسانی قرار  72مونه کنترل بود. تقریبا مشابه با ن

 بین دو گروه تیمار شده در یک بازه زمانی 32/3value< -p #در مقایسه با نمونه کنترل.  32/3value< -p *گرفتند. 
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-32/3pنشان داد ) تریلیلیم/کروگرمیم 2به غلظت  نسبت

value< و میزان بیان در این غلظت تقریبا مشابه با نمونه کنترل )

 23ساعت پس از تیمار مقدار بیان در غلظت  72بود. 

، تریلیلیم/کروگرمیم 2، برخلاف غلظت تریلیلیم/کروگرمیم

افزایش یافت، بطوری که میزان بیان برای هر دو غلظت در این 

بازه زمانی تقریبا مشابه با هم بود. بطور خلاصه، می توان نتیجه 

گرفت میزان بیان مشاهده شده در همه بازه های زمانی، به جز 

 عصاره تریلیلیم/کروگرمیم 23 و 2ساعت، برای غلظت های  09
عناداری بین آن ها گزارش نشد تقریبا مشابه بود و تفاوت م

(32/3p-value>  .) 
 

  گیرینتیجهو  بحث
  

عمده مطالعات مربوط به نقش کندر در تقویت حافظه در 

حیوانات آزمایشگاهی صورت گرفته است. براساس این مطالعات، 

تاثیرات مثبت کندر بر حافظه هم در مغز طبیعی و هم در مغز 

کندر تاثیر . (21, 23)دارای اختلال حافظه گزارش شده است 

ی را در مهار بازیابی حافظه منف گرم یها یباکترلیپوساکارید 

خنثی می کند. این نوع لیپوساکارید منجر به التهاب نورون ها 

هیپوکامپ، بازیابی حافظه  TNF-αدادن مقدار  شده و با افزایش

 یموش ها درکندر  یدروالکلیه عصارهرا مختل می کند. 

را  پوکامپیه TNF-α مقدار ،دیپوساکاریشده با ل ماریت ییصحرا

عصاره الکلی  .بخشد یم بهبود را حافظه یابیبازکاهش داده و 

التهاب نورونی مشاهده شده در موش های  است قادرکندر 

اثیرات . این تکند سرکوبصحرایی مبتلا به بیماری آلزایمر را نیز 

. (23, 22)به علت ویژگی ضد التهاب نورونی کندر می باشد 

مطالعات فیزیولوژیکی نشان داده اند که تاثیر کندر در حافظه 

بعلت تغییرات ساختاری در مدارهای عصبی مغز می باشد. تیمار 

موش های صحرایی باردار با عصاره کندر منجر به افزایش قابل 

توجه شاخه ای شدن دندریت ها و اندازه اجسام نورونی در 

و تقویت حافظه و یادگیری زاده های آن ها می شود هیپوکامپ 

موش  توسط شیردهی دوران در کندر عصاره مصرف. (20)

 دندانه شکنج سلولی های لایه حجم افزایش باعث صحرایی مادر

 نورون سلولی جسم حجم شدن بزرگ هیپوکامپ و هرمی و ای

می شود. علاوه  صحرایی جوان های موش در های این بخش

 و دندریتی های شاخه کندر تعداد مدت طولانی مصرفبراین، 

ی هیپوکامپ موش ها طول دندریت های نورون های ناحیه 

 . (26, 22)صحرایی پیر را نیز افزایش می دهد 

را  فی مختلنازهایکدر بعد مولکولی، کندر می تواند پروتئین 

فعال کند. پروتئین کینازها نقش مهمی در حفظ تغییرات 

با تاثیر  Aسیناپسی ایجاد شده بر عهده دارند. پروتئین کیناز 

مستقیم بر وزیکول ها و پایانه های عصبی و همچنین وارد شدن 

ی فاکتور رونویس رسانامیپبه هسته سلولی و فعال کردن مسیر 

CREB باعث آغاز آبشاری بیان ژن های درگیر در تشکیل ،LTM 

می شود. این پروتئین های تولید شده منجر به افزایش طولانی 

مدت در میزان انتقال دهنده های عصبی آزاد شده در سیناپس 

ها شده و با افزایش شکل گیری ارتباطات سیناپسی به تشکیل 

. هم چنین، کندر با مهار افزایش (27)حافظه کمک می کنند 

بیان ژن پروتئین پیش ساز بتا آمیلوئید که شاخصه بیماری 

ی م آلزایمر می باشد، تاثیر درمانی خود را در این بیماری نشان

 .(29)دهد 

با توجه به این اطلاعات، هدف از این پژوهش بررسی تاثیر 

، PC12در رده سلولی  Camkivعصاره الکلی کندر در بیان ژن 

رده سلولی مدل برای مطالعات عصبی و نورونی، می باشد. مطالعه 

حاضر نشان می دهد عصاره الکلی کندر می تواند بیان ژن 

Camkiv  را بطور قابل توجهی افزایش دهد. افزایش بیان مشاهده

به دنبال تیمار با کندر در مقایسه با نمونه  Camkivشده در ژن 

ساعت پس از تیمار، دوام داشت  72ان طولانی، کنترل مدت زم

که نشان دهنده تاثیر طولانی مدت کندر در بیان این ژن می 

عصاره  تریلیلیم/کروگرمیم 2باشد. با این وجود، برخلاف غلظت 

ساعت پس از تیمار ایجاد کرد،  09که بیشترین میزان بیان را 

بازه زمانی  در این تریلیلیم/کروگرمیم 23بیان حاصل از غلظت 

دچار کاهش ناگهانی شد که احتمالا به علت تاثیر مهاری غلظت 

 23. ظاهرا تاثیر مهاری غلظت استبالای عصاره 

ساعت پس از تیمار تعدیل شده است.  72در  تریلیلیم/کروگرمیم

ساعت، در سایر بازه های زمانی میزان بیان  09به جز بازه زمانی 

در هر دو غلظت عصاره تقریبا  Camkivمشاهده شده برای ژن 

 . نداشتمشابه بوده و تفاوت معناداری 

ات مطالع از حاصل جینتا یراستا در پژوهش نیا از حاصل جینتا

نشان دادند کندر بر تقویت حافظه و  که باشد یمقبلی 

بهبود/پیشگیری بیماری های مربوط به حافظه مثل آلزایمر، ام 

ی حاصل از کم کاری تیروئید تاثیر مثبتی اس و نقایص حافظه

 دادند نشان (17) همکاران و خلج. علاوه بر این، (33, 28)دارد 

 موش رد یرا بطور قابل ملاحظه ا Bdnfژن  انیب کندر یآب عصاره

 ریتاث زین (31) همکاران و فیموس. دهد یم شیافزا ییصحرا یها
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 انیب میتنظدر  رافعال کندر،  باتیاز ترک یکیاستات،  سنسولیا

 ها، آن مطالعهحاصل از  جینتا طبقکردند.  یابیارز Bdnfژن 

از ژن  یخاص یرونوشت ها انیب است قادر استات نسنسولیا

Bdnf دهد شیافزاموش  پوکامپیه در را.  Bdnf یاز ژن ها یکی 

فاکتور  نیآن توسط ا انیبوده و ب CREB ریدست مس نییپا

با  CaMKIV نیپروتئ گرید یشود. از سو یم میتنظ یسیرونو

کند  یکمک م نیپروتئ نیبه فعال شدن ا CREB ونیلایفسفر

با توجه به اینکه در مطالعه حاضر مشخص شد کندر می .  (32)

 جهینترا افزایش دهد، بنابراین می توان  Camkivتواند بیان ژن 

 مطالعه دودر  Bdnf ژندر  شده گزارش انیب شیکرد افزا یریگ

 Camkivژن  انیب شیبه علت افزا تواند یم (31, 17) شده اشاره
 رسانامیپ ریفعال شدن مس جهیدر نت و

CaMKIV→CREB→BDNF باشد . 

علاوه بر این، گزارشات دیگری وجود دارد که نشان می دهد 

نیز می  CREB ،BDNFتوسط  Bdnfدر کنار تنظیم بیان ژن 

را حداقل از طریق دو  CREBتواند فسفریلاسیون و فعالسازی 

رسان تحریک کند: اول، مسیر تنظیم شده با مسیر پیام

CaMKIV  و دوم، مسیر وابسته بهRas با توجه به اینکه .

CaMKIV  جهت فعال شدن به جریان کلسیم و القا کمپلکس

برای فعال کردن  BDNFکلسیم/کالمودولین نیاز دارد، بنابراین، 

را القا کند. به نظر می رسد  این آنزیم بایستی جریان کلسیم

BDNF  از طریق فعال کردن کانال یونی جریان کلسیم را تنظیم

. افزایش مقدار کلسیم داخل سلولی در پاسخ (30, 33)می کند 

، وابسته به جریان کلسیم از منابع BDNFبه تیمار نورون ها با 

و  CREBذخیره ای سلول بوده و این مسیر برای فسفریلاسیون 

رشد بهبود یافته آکسونی ضروری است. بنابراین، با این مکانیسم 

BDNF  قادر به فعال کردنCREB (33) نیز می باشد .BDNF 

فسفریلاسیون  Ras/ERK/RSKهم چنین با فعال سازی مسیر 

CREB   شدن  فعال  بنابراین،  کند.  می  تحریک راCaMKIV  

-CREBهمزمان و به موازات سایر پروتئین کینازهای مسیر 

BDNF  مثلPKA  وERK  می باشد که مجموع آن ها باعث

می شود. این امر نشان می  CREBفسفریلاسیون و فعال شدن 

دهد چندین مسیر برای تنظیم تاثیر نوروتروپین هایی مثل 

BDNF  بنابراین، به نظر می رسد (32, 30)در مغز وجود دارد .

بطور  Camkiv و Bdnfنیاز به مطالعه جامعی باشد تا بیان دو ژن 

همزمان مورد بررسی قرار گیرد تا مسیر اصلی در تنظیم بیان 

Bdnf  و Camkiv  در نمونه های کنترل و تیمار شده با کندر

  .مشخص شود

 عصاره دهد یم نشان پژوهش نیا نتایج حاصل از مجموع، در

 یتوجه قابل طور به را Camkiv ژن انیبتواند  یم کندر یالکل

و  یکیولوژیزیحاصل از مطالعات ف جینتا باکه  دهد شیافزا

 . علاوه براست سازگار نهیزم نیا در شده انجام یقبل یمولکول

 مینظکندر در ت ریتاث بودنمدت  یطولان انگریب حاضر مطالعه ن،یا

یکی از ژن های  Camkiv اینکه ژن به توجه با .باشد یمژن  انیب

 نیا جینتا ،نقش دارد LTMبوده و در شکل گیری  حافظه مهم

 یها سمیمکان شتریب شناخت جهت در یگام تواند یم مطالعه

با این وجود، به . باشد حافظه تیتقو در کندر ریتاث یمولکول

بررسی های بیشتری جهت مطالعه تفاوت غلظت های مختلف 

 . استکندر در تنظیم مسیرهای مولکولی حافظه نیاز 

 

 تشکر و قدردانی
بدینوسیله از معاونت محترم پژوهش و فناوری دانشگاه تبریز 

و هم چنین مرکز تحقیقات کاربردی داروئی دانشگاه علوم پزشکی 

را تامین  2027363رساله با شماره ثبت تبریز که هزینه اجرای 

  .و سپاس را داریم کردند، کمال تشکر
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Abstract 
 

Background & Objective: Long-term memory depends on protein synthesis. The product of Camkiv 
gene promotes memory via activating its proteins. The treatment of laboratory animals by Olibanum 

leads to memory improvement and the recovery of Alzheimer. Therefore, the aim of this study is the 

evaluation of Olibanum ethanolic extract on the Camkiv expression in PC12 cells. 
Materials & Methods: Olibanum toxicity on the cell viability was investigated by MTT test. Cells 

were treated with concentrations 10,25,40,55,70 and 85 μg/ml of extract in time intervals 12,24,48 and 

72 hours and their absorption rate was measured. Then, cells were treated by concentrations 2 and 

20 μg/ml of extract in mentioned times. Extracted RNA was converted into cDNA and real-time PCR 

performed. 

Results: Cell death was raised by increasing time and concentration of extract treatment. IC50 values 

were obtained as 71.01, 52.95, 21.05 and 13.85 μg/ml in 12, 24, 48 and 72 hours of treatment, 

respectively. Besides, concentrations 2 and 20 μg/ml significantly increased Camkiv expression 

following 24 hour treatment. The maximum expression of Camkiv was observed in 48 hour treatment. 

The effect of Olibanum on gene upregulation was stable until 72 hours. 

Conclusion: The Olibanum ethanolic extract can remarkably upregulate Camkiv expression for a long 

time. These results are consistent with the previous studies indicating the effect of Olibanum on 

upregulation of Bdnf, Camkiv-downstream gene. However, regarding the existence of the two-

direction pathway in the expression regulation of Bdnf and Camkiv, comprehensive studies are 

required to determine exact mechanism of Olibanum function in the brain. 
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