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  2/3/1392 :تاريخ پذيرش              10/10/1391: تاريخ دريافت

  چكيده

اي در فعال كردن مسيرهاي كننده اصلي متابوليسم سلول، نقش عمدهبه عنوان تنظيم )AMP  )AMPKبهيناز وابسته ك :مقدمه

هاي تواند در درمان سندرمفعال كنندگان اين مسير ميبنابراين  .جايي گلوكز و اكسيداسيون اسيد چرب داردكاتابوليك نظير جابه

بر ) كوركومين(فنول موجود در ريززوم زردچوبه پلي بودن مؤثرطالعات مختلف حاكي از م .ته باشدمتابوليك و ديابت كاربرد داش

  هاي در سلول AMPKبررسي اثر كوركومين به عنوان فعال كننده مسير  به اين مطالعه. ديابت و عوارض مرتبط با آن است

  .پردازدمي  C2C12ايماهيچه

گروه مجزا  دو ها درسلول .انجام شد است، عضله اسكلتي نوعي ميوبلاست كه C2C12سلولي  اين مطالعه روي رده :روش بررسي

كيناز  پروتئينميزان . قرار گرفتند عنوان كنترل منفيبه  درصد1/0با غلظت  DMSO و µM 40با غلظتكوركومين تحت تيمار با 

و  مورد ارزيابيوسترن بلات  كنيكا استفاده از تبفسفريله  (ACC)واستيل كوآكربوكسيلاز  فسفريله )AMP )AMPKوابسته به 

  .گرفتقرار  مقايسه 

و ميزان پروتئين  درصد 6/132 برابرفسفريله  AMPKميزان پروتئين گروه تيمار شده با كوركومين هموژن سلولي  در :نتايج

ACC  درصد ارزيابي شد 47/366فسفريله.  

نسبت به هاي تيمار شده با كوركومين در سلول يلهفسفر ACCو  AMPKميزان پروتئين  اين مطالعه نشان داد :گيرينتيجه

طراحي  درتواند ميفعاليت داشته و ها در اين سلول AMPKكوركومين به عنوان فعال كننده بنابراين . استكنترل منفي بيشتر 

   .باشد كمك كننده ،داروهاي داراي پتانسيل درماني ضدديابت كه با انسولين اثر هم افزا دارند

  

 C2C12 ،كربوكسيلازاستيل كوآ ،AMPپروتئين كيناز وابسته به كوركومين،  :كليديهاي واژه

 

                                                           

 ghanbarzadeh_bio@yahoo.com:، پست الكترونيكي09173810418: ؛ تلفن)نويسنده مسئول( *

  .باشد مي زديدانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد صدوقي ي يدانشجو نامه انيپامقاله حاصل  نيا -
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  مقدمه

ابوليسم گلوكز نقش كبدي در مت بافت عضله اسكلتي و

كننده گلوكز، ترين بافت مصرفدر اين ميان مهم .اي دارندعمده

 انتقال پيام به طور كلي دو مسير .)2،1(است ماهيچه اسكلتي

: شونداي ميگلوكز در سلول ماهيچهمتابوليسم  منجر به تنظيم

 گيرندهكه با اتصال انسولين به  انسولين انتقال پياممسير  -1

  پي رخ درهاي پيموجود در سطح سلول و فسفريلاسيون

طريق انسولين كه از  مستقل از انتقال پيام مسير  -2 .دهدمي

  AMP- Activated Protein Kinase) (AMPKكيناز وابسته به

اختلالات متعددي در مسير سيگنالينگ وابسته  .)3(دهدرخ مي

يماري ب منجر بهكمبود انسولين . مشاهده شده استبه انسولين 

هاي درگير در ملكرد پروتئينعدر  تغيير هرگونه و 1 ديابت نوع

گيرنده انسولين از جمله كاهش فسفريلاسيون مسير انتقال پيام 

نهايت منجر به  عاليت آن، درانسولين يا كاهش تعداد و ف

  )4(شودمي 2نوع بيماري ديابت 

در است كه سنسور انرژي داخل سلولي AMPK سيستم 

استرس . شود، فعال ميAMP/ATP نسبتپاسخ به افزايش 

شرايط يا كاهش توليد آن طي  ATPافزايش مصرف  متابوليك،

. شوندمي اين نسبت منجر به افزايش فقدان اكسيژن يا گلوكز

و زير واحدهاي  α از زير واحد كاتاليك AMPKمپلكس ك

ول تشخيص ئمس γزير واحد . تشكيل شده است γو  β تنظيمي

خود يك سرين ترئونين   AMPK. است AMP/ATPنسبت 

موجود  )Thr-172( كيناز است كه با فسفريله شدن در ترئونين

 با .شودفعال ميدستي، هاي فراتوسط كيناز αدر زير واحد 

از جمله سوبستراهاي فرودست  بسياري ازدن اين كيناز فعال ش

توليد اسيد  مانند ATPمسيرهاي آنابوليك و مصرف كننده 

كه در كوتاه مدت براي زنده ماندن موجود چرب و كلسترول 

همچنين بسياري از مسيرهاي . )6(شودمهار مي ،لازم نيستند

ليكوليز نظير جابه جايي گلوكز، گ ATPكاتابوليك و توليدكننده 

باعث تغيير در نيز  و و اكسيداسيون اسيد چرب را فعال ساخته

به   AMPK.شودها در طولاني مدت ميژن و بيان پروتئين

اي در عنوان تنظيم كننده اصلي متابوليسم سلول، نقش عمده

هاي مختلف و چربي در سلولز، پروتئين تنظيم متابوليسم گلوك

ترين يكي از مهم )ACC( لازاستيل كوآكربوكسينزيم آ .)7(دارد

است كه فسفريله ساختن آن منجر به  AMPKسوبستراهاي 

ضمن مهار  ACCفسفريله شدن  .شودغيرفعال شدن آن مي

، ورود اسيد چرب به ميتوكندري از توليد اسيد چرب در سلول

را تسريع كرده و بدين  1 طريق كارنيتين پالميتوئيل ترانسفراز

   .)8(دهدچرب را افزايش ميترتيب اكسيداسيون اسيد 

گي هاي متابوليك و چاقي هم، سندرم2 نوعديابت 

آن جايي كه سيستم  از. اختلالاتي از تعادل انرژي است

AMPK تاكنون اختلالي در  تنظيم كننده تعادل انرژي است و

فعال شدن اين مسير گزارش نشده است، بنابراين طراحي و 

اميدي براي درمان  AMPK كنندگان قويگسترش دادن فعال

  .)9(هاي متابوليك استديابت و بيماري

منبع غني براي كشف و توسعه داروهاي هاي خوراكي فنولپلي

 اين در متعددي تركيبات گياهي چند هر .شوندنوين محسوب مي

 تأييد آنها ضدديابتي اثرات و گرفته قرار مطالعه مورد خصوص

 در آنها مولكولي عملكرد ممكانيس اينكه دليل به اما ،)10(اندشده

 درمان براي آنها در مصرف است نشده روشن درستي به سلول

از ساقه زيرزميني  حاصل پودر ،زردچوبه .دارد وجود ترديد ديابت

 اثربخشي. است  Curcuma Longa گياه زردچوبه با نام علمي

 مورد مختلفي هايجنبه از قندخون كاهش در زردچوبه عصاره

 آن اثرات سلولي مكانيسم به كمتر ولي ،است هقرارگرفت بررسي

هاي كشت با توجه به اين كه مدل. )11- 13(است شده پرداخته

يبات مختلف كارايي سلولي در تعيين مكانيسم خالص عملكرد ترك

كه قابليت  C2C12 هاياز سلولدر اين تحقيق  بيشتري دارند،

ولي فعال براي بررسي مسير مولكتمايز به ماهيچه اسكلتي دارند 

  . شودشده توسط كوركومين استفاده مي

  بررسيروش 

مورد استفاده در اين پژوهش از مؤسسه  C2C12هاي سلول

محيط كشت و تمامي مواد بجز مواد  .پاستور ايران تهيه شد

 در محيط كشتها سلول .ذكر شده از شركت سيگما تهيه شد

(DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium)  حاوي 

بيوتيك و يك درصد آنتي) (FBSسرم جنين گاوي  درصد 10
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در شرايط استريل و در انكوباتور  سيلين و استرپتومايسينپني

هر . نگهداري گرديد% 5با غلظت  CO2 و گراددرجه سانتي 37

 هاييو فلاسك ها تعويض شدهبار محيط كشت سلولروز يك 2

   با استفاده ازاند كف ظرف را پوشانده %80حدود  هاسلول كه

فرايند % 2با غلظت ) Invitrogen -Horse Serum(سرم اسب 

  .القاء شدست به ميوبلا تمايز رده سلولي

 µM40ساعته با كوركومين  1 تيمار پس از هاسلول

سرد شستشو  PBS بار با 3، كنترلبه عنوان  DMSO 1%يا

ا هسلول با اسكراب ها را روي يخ قرار داده وفلاسك سپس ،داده

 RIPA )50 mM بافر ليزكننده lµ 500 .نداز كف ظرف جدا شد

Tris–HCl, pH 7.4, 150 mM EDTA, 1 mM, PMSF, 

1%Tween20  0.25% sodium deoxycholate, 1 mM NaF (

ورتكس گراد به مدت نيم ساعت درجه سانتي 4اضافه كرده و در 

دت به مگراد سانتيدرجه  4 دماي در عصاره سلولي حاصل را. شد

عصاره  و مقدار پروتئين دره سانتريفوژ كرد g6000و در دقيقه  10

با مقايسه با نمودار استاندارد  .شدسلول با روش برادفورد سنجيده 

 .گرديد ن تعيينيغلظت نهايي پروتئ برادفورد،

بدين  (SDS-PAGE)آكريل آميد الكتروفورز با ژل پلي

د در عصاره هاي موجوينئز پروتا µg75صورت انجام شد كه 

و در ژل پلي آكريل  شده گذاريهاي ژل نمونهچاهك درسلولي 

 بهها عمل جداسازي پروتئين. نديدگردجداسازي % 10آميد 

 .شد انجام آمپر ميلي 50 جريان شدت با و ساعت 1 مدت

كيلو دالتون دارد، بنابراين  280وزن مولكولي  ACCروتئين پ

در . انجام شد) دقيقه  75 حدود(الكتروفورز در زمان بيشتر 

رنگ برومو فنول بلو موجود در بافر نمونه به  ،پايان اين مدت

  .انتهاي ژل رسيد و جريان قطع شد

 ،سلول هاي موجود در عصارهتفكيك شدن پروتئينپس از 

ها از ژل به كاغذ نيتروسلولز، ژل به انتقال پروتئين به منظور

طب مثبت قرار روسلولز به سمت قتينسمت قطب منفي و كاغذ 

آمپر ميلي 280گرفته و عمل انتقال در بافر انتقال تحت جريان 

 .به مدت يك شبانه روز انجام گرفت

ايي دو پروتئين با وسترن بلات با توجه به اين كه شناس

نظر است و اين دو پروتئين از نظر وزن مولكولي در دو مد

شود مي از دو نوع بافر انتقال استفاده متفاوت هستند، محدوده

و متانول  )SDS( سديم دودسيل سولفات كه از نظر ميزان

   Sپس از انتقال كاغذ نيتروسلولز با پانسو  .متفاوت است

  .ييد شودأها به آن تآميزي شده تا انتقال پروتئينرنگ

حاوي  TBST بافرسپس با قرار دادن صفحات نيتروسلولز در 

به  بعد مرحلهدر . گردند، بلوكه ميشير خشك بدون چربي 5%

بافر حاوي  درگراد سانتي درجه 4در دماي  مدت يك شب

   AMPKα (Thr 172( و  ACC(Ser79)ضداوليه بادي آنتي

با  Cell Signaling) شركت( كلونال ايجاد شده در خرگوشليپ

با غلظت ) ايجاد شده در موش( و بتا اكتين 1:1000رقت 

 ،ملايم قرار داشتكه بر روي روتاتور با دور  در حالي 1:2000

براي شناسايي ، TBST شستشو با بار 3پس از . شد نگهداري

ساعت  2، كاغذ به مدت  AMPKو ACCهاي اوليه باديآنتي

 HRP با كنژوگه ثانويه باديآنتيدر دماي اتاق در بافر حاوي 

(Goat anti  Rabbit IgG Razi biotech,)  قرار  1:2000 رقت با

بادي ثانويه كنژوگه با از آنتي ا اكتينبراي شناسايي بت. گرفت

HRP (Goat anti  Mouse IgG, Santacrus) ساعت مدت دو به 

كمي سپس طبق دستور كيت . استفاده شد محيط دماي در و

 ECL Advance Western blotting detection)لومينسان 

kit,Amersham) دقيقه  5طي مدت . سوبسترا افزوده شد

هاي ز فوتونس از خشك كردن كاغذ، اپواكنش انجام شده و 

در شرايط بدون نور  Gel Document دستگاهبا ع شده ساط

در نرم  ي حاصلهاعكستجزيه و تحليل . شدبرداري عكس

  .گرديدانجام  )(Gene toolsخود دستگاه افزار

 تكرار شده و نتايج حاصل درآزمايش بار  3در هر گروه 

مورد تجزيه و  ANOVA با آزمون و% 95 اطمينان ضريب

  .گرفتتحليل قرار 

  نتايج

  هاي شبيه از نوع سلول C2C12هاي ميوبلاست سلول

صورت تك لايه رشد نموده، ه كه ب هستند به فيبروبلاست

  سرعت رشد آنها بالاست و در شرايط مناسب كف ظرف 

  پس از رسيدن  .پوشانندمحيط كشت را بطور كامل مي

  هاي از تمايز سلول درصد، براي 80ه حدود ها بسلول
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  در محيط  )Horse Serum( درصد سرم اسب 2غلظت 

به  هاروز سلول 5طي  .استفاده گرديد DMEM% 98كشت 

  .)1-3 لاشكا(نديدرستمايز كامل 

 

  

  

  

  

  

  

  
  

  )الف(              )ب(                )ج(

   هاسلول C2C12هاي مراحل تكثير سلول :1شكل 

 24ها سلول) ج( 20×اند ساعت پس از كشت تكثير يافته 24ها سلول) ب( .شوندچند ساعت به ته فلاسك متصل مي لي پس ازو در ابتدا شناور بوده) الف

  40×ساعت پس از كشت 

  

  

  

  

  

  

  

  
  .  20×و  10×ساعت با بزرگنمايي  48پس از  C2C12هاي سلول:  2شكل 

  اندكف فلاسك را پوشانده% 80ها در اين وضعيت سلول

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  20×با بزرگنمايي پنج روز پس از شروع تمايز: 3شكل 

  اند كف فلاسك را پوشانده ها ايجاد و كاملاًهاي چند هستهميوتيوب
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ها هاي تمام نمونهها ميزان پروتئينليز كردن سلول پس از

. گيري شدبه روش برادفورد و با كمك منحني استاندارد اندازه

وتئين براي تمام ميكروگرم پر 75در هر چاهك الكتروفورز 

 1نتايج كار در جدول . ها در نظر گرفته شده استنمونه

  .شودمشاهده مي

  

  و به مدت يك ساعت µM40كوركومين  تحت تيمار باگيري غلظت پروتئين در گروه اي از نحوه اندازهخلاصه :1جدول

  متفورمين  كوركمين  كنترل  

 73/2  2/2 3/2 (µg/µl)غلظت پروتئين 

 µl(  47/27  09/34 60/32(پروتئين µg75 حجم معادل

  

الكتروفورز   SDS-PAGEبه منظور شناسايي پروتئين

درصد  10در ژل  وستون بلات هاي هموژن سلولي وپروتئين

نيمي  .براي سنجش هر پروتئين ژل مجزا ساخته شد .انجام شد

وفورزي رآميزي شد تا حركت الكتاز هر ژل با كوماسي بلو رنگ

ين مورد سنجش ئبا توجه به ماركر جايگاه پروت ييد وأآنها ت

  .)4شكل (مشخص گردد

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .قرار گرفت% 10عصاره سلولي حاصل از دو گروه تحت تيمار تحت الكتروفورز روي ژل . ژل الكتروفورز رنگ شده با كوماسي بلو: 4شكل

  

سفريله فAMPK و ACCباندهاي  تجزيه و تحليلو  مشاهده

پس از . انجام پذيرفت Gel Documentationدستگاه با كمك 

  ها به غشاي نيترو سلولز و انكوباسيون با پروتئينانتقال 

و انجام شستشوهاي  HRPبادي اوليه و ثانويه كنژوگه با آنتي

را ) سوبستراي آنزيم(لازم، معرف ايجاد كننده سيگنال نوري 

شده و گرفته عكس با قرار دادن كاغذ در دستگاه  اضافه كرده و

 دشانجام  تجزيه و تحليل Gene Toolsبا نرم افزار در نهايت 

  .)5شكل (

هاي مختلف، سطح براي بررسي كلي نتايج و مقايسه گروه

منحني مربوط به  زير منحني مربوط به هر باند بر سطح زير

اعداد به دست آمده را بر حسب درصد . اكتين تقسيم شدبتا

وارد  Excelدر برنامه ه شده هاي محاسبدرصد. محاسبه شد
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  .دهندفسفريله را نشان مي پروتئيننسبي دو درصد  2و  1نمودار . كرده و نمودار ستوني مربوطه رسم شد

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  Gel Documentation  دستگاه با استفاده از هافسفريله و بتا اكتين در محلول حاصل از ليز ميوسيت AMPKو ACC  باندهاي: 5شكل 

  

  هايي را در توان تفاوتمي 1توجه به نمودار با 

فسفريله  AMPKميزان نسبي . هاي مختلف تشخيص دادنمونه

بوده در مقايسه با اي كه تحت تيمار با كوركومين در نمونه

 40بنابراين غلظت . است بيشتر) DMSO %1(نمونه كنترل 

هاي ميوسيت ميكرومولار كوركومين پس از تيمار يك ساعته در

C2C12 تواند مسير مي AMPKاين تفاوت از نظر  .را فعال كند

  . )>05/0p( استدار معني آماري

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  
  

   كه تحت تيمار با كوركومين بوده در مقايسه با نمونه كنترل ايفسفريله در نمونه AMPKميزان نسبي :  1نمودار 
  

اي كه تحت تيمار با فسفريله در نمونه ACC ميزان نسبي 

 بيشتر) DMSO% 1(كومين بوده در مقايسه با نمونه كنترل كور

ميكرومولار كوركومين پس از تيمار  40بنابراين غلظت . است

را ACC تواند آنزيم مي C2C12هاي ميوسيت يك ساعته در

  دار اين تفاوت از نظر آماري معني .سفريله و غيرفعال سازدف

  .)>05/0p( بود
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  اي كه تحت تيمار با كوركومين بوده در مقايسه با نمونه كنترلفسفريله در نمونه ACCن نسبي ميزا: 2نمودار 

  بحث و نتيجه گيري

در بيماران  AMPKتوانايي برداشت گلوكز به واسطه 

T2DM  دست نخورده مانده در حالي كه برداشت گلوكز به

فسفريله  با AMPكيناز وابسته به  .واسطه انسولين مختل است

در جايگاه اختصاصي منجر )  AKTسوبستراي( AS160ختن سا

 GLUT4هاي داخل سلولي روي ويزيكول به آزاد شدن مهار از

از سوي ديگر رونويسي ژن . شودها ميو اگزوسيتوز اين ويزيكول

GLUT4 بنابراين فعال شدن . يابدنيز افزايش ميAMPK  

جابجايي گلوكز به  تواند به عنوان روش مؤثري در افزايشمي 

 .)14(داخل سلول در شرايط مقاوم به انسولين مطرح باشد

است  AMP يكي از سوبستراهاي كيناز وابسته بهACC آنزيم 

بنابراين با  .شودآن فسفريله و غيرفعال مي تأثيركه تحت 

سنتز اسيد چرب كاهش يافته و ورود  ،كاهش توليد مالونيل كوآ

 .يابدي اكسيداسيون افزايش ميكندري برااسيد چرب به ميتو

دي هاي فعال ليپيدي نظير بدين ترتيب از تجمع حد واسط

كه خود عامل مقاومت به انسولين  و سرآميداسيل گليسرول 

  .شودممانعت مي ،هستند

مطالعات بسياري وجود دارند كه خواص ضدديابتي گياهان 

 دارويي را با بررسي مسير سيگنالينگ فعال شده توسط آنها

مختلف كه در متابوليسم هاي گياهي فنولپلي. اندبررسي كرده

منجر به فعال سازي مسير غيروابسته  عمدتاًند مؤثرقند و چربي 

ها فنولديابتي بسياري از پليفعاليت ضد. شوندبه انسولين مي

تري ترپنوئيد مشتق  )15(فنول موجود در انگور قرمزنظير پلي

هاي رده متفاوت از سلول ؛ در دو)Bitter Melon)16از 

مورد بررسي قرار گرفته  L6, C2C12اي يعني ميوتيوپ ماهيچه

ها را در سلول GLUT4جابجايي  و همگي مكانيزم درگير در

  .دانندمي AMPKمسير 

اكسيداني، اثرات آنتيامروزه خواص متعددي از جمله 

اثر بر چربي خون براي كوركومين  ضدالتهابي، ضدسرطاني و

كوركومين اهداف مولكولي متنوعي داشته و بر  .ده استذكر ش

و  هارونويسي و رشد، سيتوكين عوامل ،مسيرهاي بيوشيميايي

عمده مطالعات انجام شده . تأثيرگذار استهاي متعددي آنزيم

. است بوده In vivo كوركومين بر ديابت به صورت تأثيردر مورد 

را مورد بررسي قرار  مكانيزم مولكولي درگير اين مطالعات غالباً

اي هاي رده ماهيچهبررسي مكانيزم مولكولي در سلول. اندنداده

  .انجام گرفته است L6 هايدر سلول نيز غالباً

ميكرومولار كوركومين  40مطالعه حاضر نشان داد غلظت 

تواند مي C2C12هاي ميوسيت پس از تيمار يك ساعته در

هاي تيمار شده ولهمچنين در سل. را فعال كند AMPK مسير

 با كوركومين در مقايسه با گروه كنترل، فرم فسفريله آنزيم

ACC  افزايش يافته است.  
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نتايج حاصل از اين مطالعه با نتايج حاصل از هايي از قسمت

هاي رده و همكاران روي سلول Teayoun Kim مطالعه

از جمله فعال . هپاتوسيت انساني و هپاتوما رت مطابقت دارد

 ).17(مطابقت دارد كورومين تأثيرتحت ACC و  AMPKشدن 

اين مطالعه نيز اثر كوركومين بر هومئوستاز گلوكز را از طريق 

اين نظر با مطالعه اخير مشابهت  داند و ازمي AMPKمسير 

  .د رده مورد استفاده هپاتوسيت استهر چن .دارد

بر كوركومين  تأثيرحاكي از بوده و  In vivo مطالعاتعمده 

دي ميلا 2002 از جمله در سال .ابت و عوارض آن استدي

هاي ديابتي باعث كاهش سطح گزارش شد كوركومين در رت

گلوكز خون و هموگلوبين گليكوزيله شده و استرس اكسيداتيو و 

  داري كاهش فعاليت سوربيتول دهيدروژناز را به طور معني

همچنين تركيبات موجود در زردچوبه باعث  .)11(دهدمي

ها و افزايش غلظت گلوتاتيون به عنوان يك  ROSداشت بر

ايجاد شده طي ديابت  تركيب مقابله كننده با استرس اكسيداتيو

-افزايش بيان پروتئينو همكاران  Lakshmanan). 18(شودمي

هايي را در مغز رتGLUT4  و p-AMPKα هاي مختلفي از جمله

به  كوركومين mg/kg100ديابتي شده و  STZ كه از طريق

مشاهده كردند و نتيجه گرفتند  ،انددريافت كردهصورت خوراكي 

كوركومين هيپرگليسمي و استرس اكسيداتيو را از طريق فعال 

تعديل  STZهاي ديابتي شده از طريق در مغز رت AMPK كردن

 اثر نيز همانند مطالعه حاضر اين مطالعه). 19(كندمي

  .داندمي  AMPKركوركومين را فعال كردن مسيضدهيپرگليسمي 

 7و همكاران نشان داد استفاده از كوركومين طي Naمطالعه 

 STZهاي ديابتي شده توسط در موش mg/kg150ز وهفته با د

باعث افزايش تحمل گلوكز، كاهش ؛ رژيم غذايي پرچرببا و 

 همچنين استفاده از. شودگلوكز و ليپيدهاي پلاسما مي

تيمار شده با L6 هاي توانست در سلول mol/lµ10كوركومين 

ها در غشاي اين سلول GLUT4پالميتات، باعث افزايش بيان 

و كارنيتين  AMPK ،CD36شده و منجر به فسفريلاسيون 

به هر حال نتايج  ).20(شود ACCو نيز  1پالميتويئل ترانسفراز 

اين مطالعه با نتايج حاصل از  در In vivo, In vitroاز حاصل 

انجام شده و   L6اين مطالعه روي رده  .اين پژوهش تطابق دارد

  . به همين دليل غلظت كوركومين مورد استفاده متفاوت است

بررسي اثر همزمان انسولين و ميلادي  2010در سال 

انجام  C2C12هاي كوركومين بر متابوليسم گلوكز در سلول

از  را برداشت گلوكز كوركومين بر اين مطالعه نيز اثر .)21(شد

دهد كوركومين نشان مي دانسته و AMPK/ACCطريق مسير 

اين . دهدميزان فسفريلاسيون اين دو پروتئين را افزايش مي

مطالعه فعلي تشابهات فراواني با پژوهش حاضر از لحاظ نوع 

سلول مورد مطالعه و غلظت كوركومين مورد استفاده دارد و 

  .كندميييد أت نتايج آن را

توسط  AMPKمسير  در اين مطالعه سعي شد فعال شدن

نقش  كوركومين ،دوكوركومين با كنترل مقايسه و مشخص ش

 هايسلول AMPKدر فسفريله و فعال ساختن مسير ثري ؤم

C2C12 كيناز  .داردAMPK يكي . سوبستراهاي متعددي دارد

را  ACCاست كه اين كيناز  ACCآنزيم  از سوبستراهاي مهم

وركومين در بدين ترتيب ك .كندفسفريله و غيرفعال مي

 با. متابوليسم ليپيد در عضله اسكلتي نقش قابل توجهي دارد

ليپوژنز مهار و اكسيداسيون ليپيدي  ACCفسفريله شدن 

كه  يهايتسريع گشته و بدين ترتيب منجر به كاهش متابوليت

  . شودخود عامل ايجاد كننده مقاومت به انسولين است، مي

جر به برداشت گلوكز من AMPاز سوي ديگر كيناز وابسته به 

كننده اين مسير توجيهطور كلي به  .شودمستقل از انسولين مي

  كوركومين در مطالعات هيپرليپدمي رات ضدديابتي واث

 In vivo, In vitro قبلي است.  

مطالعات  براي توانمي آمده دست به هايهيافت به توجه با

  :كرد مطرح را پيشنهادات اين آينده

فعال شدن  PI3Kو AMPK مهار كننده با استفاده از -1

  .ييد شودأدر اين رده سلولي ت AMPK مسير

كوركومين بر متابوليسم چربي ميزان  تأثيربراي بررسي  )2

و  CD36هاي درگير در متابوليسم چربي نظير پروتئين

  .نيز مورد بررسي قرار گيرد 1كارنيتين پالميتويئل ترانسفراز 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

17
 ]

 

                             8 / 11

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-2242-en.html


          
  ... ACCو  AMPKبررسي اثر كوركومين بر ميزان فسفريلاسيون  �490

 1392 آبانر و هم، چهارم، شماره بيست و يكمدوره         درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

References: 

1- Nedachi T, Kanzaki M. Regulation of glucose transporters by insulin and extracellular glucose in C2C12 

myotubes. Am J Physiol Endocrinol Metab 2006; 291(4): E817-28. 

2- Martin S, Slot JW, James DE. GLUT4 trafficking in insulin-sensitive cells. a morphological review. Cell 

Biochem Biophys 1999; 30(1): 89-113. 

3- Kramer HF, Witczak CA, Fuji N, Jessen N, Taylor EB, Arnolds DE, et al. Distinct signals regulate AS160 

phosphorylation in response to insulin, AICAR, and contraction in mouse skeletal muscle. Diabetes 2006; 55(7): 

267-76. 

4- Krook A, Roth RA, Jiang XJ, Zierath JR, Wallberg- Henriksson A, et al. Insulin-stimulated Akt kinase 

activity is reduced in skeletal muscle from NIDDM subjects. Diabetes 1998; 47(8): 1281-6. 

5- Towler MC, Hardie DG. AMP-activated protein kinase in metabolic control and insulin signaling. Circ Res 

2007; 100(3): 328-41. 

6- Zhang BB, Zhou G, Li C. AMPK: an emerging drug target for diabetes and the metabolic syndrome. Cell 

Metab 2009; 9(5): 407-16. 

7- Oakhill JS, Scott Jw, Kemp BE. Stracture and function of AMP-activated protein kinase. Iacta Physiol (Oxf) 

2009; 196(1): 3-14. 

8- Winder WW, Holmes BF, Rubink DS, Jensen EB, Chen M, Holloszy JO. Activation of AMP-activated 

protein kinase increases mitochondrial enzymes in skeletal muscle. J Appl Physiol 2000; 88(6): 2219-26. 

9- Roden M, Price TB, Perseghin G, Petersen KF, Rothman DL, Cline GW, et al. Mechanism of free fatty acid-

induced insulin resistance in humans. J Clin Invest 1996; 97(12): 2859-65. 

10- Kusunoki J, Kanatani A, Moller DE. Modulation of fatty acid metabolism as a potential approach to the 

treatment of obesity and the metabolic syndrome. Endocrine 2006; 29(1): 91-100. 

11- Arun N, Nalini N. Efficacy of turmeric on blood sugar and polyol pathway in diabetic albino rats. Plant Foods 

Hum Nutr 2002; 57(1): 41-52. 

12- El-Moselhy MA, Taye A, Sharkawi SS, El-sisi SF, Ahmed AF. The antihyperglycemic effect of curcumin in 

high fat diet fed rats. Role of TNF-alpha and free fatty acids. Food Chem Toxicol 2011; 49(5): 1129-40. 

13- Pari L, Murugan P. Effect of tetrahydrocurcumin on blood glucose, plasma insulin and hepatic key enzymes in 

streptozotocin induced diabetic rats. J Basic Clin Physiol Pharmacol 2005; 16(4): 257-74. 

14- Hardie DG. AMPK: a key regulator of energy balance in the single cell and the whole organism. Int J Obes 

(Lond) 2008; 32 (Suppl 4): S7-12. 

15- Park CE, Kim MJ, Lee JH, Min BI, Bae H, Choe W, et al. Resveratrol stimulates glucose transport in C2C12 

myotubes by activating AMP-activated protein kinase. Exp Mol Med 2007; 39(2): 222-9. 

16- Tan MJ, Ye JM, Turner N, Hohnen-Behrens C, Ke CQ, Tang CP, Chen T, et al. Antidiabetic activities of  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

17
 ]

 

                             9 / 11

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-2242-en.html


      

  � 491                                            و همكارانفاطمه قنبرزاده 

 1392 آبانو  هرم، چهارم، شماره بيست و يكمدوره         درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

 triterpenoids isolated from bitter melon associated with activation of the AMPK pathway. Chem Biol 2008; 

15(3): 263-73. 

17- Kim T, Davis J, Zhang AJ, He Y, Mathews ST. Curcumin activates AMPK and suppresses gluconeogenic 

gene expression in hepatoma cells. Biochem Biophys Res Commun 2009; 388(2): 377-82. 

18- Osawa T, Kato Y. Protective role of antioxidative food factors in oxidative stress caused by hyperglycemia. Ann 

N Y Acad Sci 2005; 1043: 440-51. 

19- Lakshmanan AP, Watanabe K, Thandavarayan RA, Sari FR, Meilei H, Soetikno V, et al. Curcumin 

attenuates hyperglycaemia-mediated AMPK activation and oxidative stress in cerebrum of streptozotocin-induced 

diabetic rat. Free Radic Res 2011; 45(7): 788-95. 

20- Na LX, Zhang YL, Li Y, Liu LY, Li R, Kong T, et al. Curcumin improves insulin resistance in skeletal 

muscle of rats. Nutr Metab Cardiovasc Dis 2011; 21(7): 526-33. 

21- Kang C, Kim E. Synergistic effect of curcumin and insulin on muscle cell glucose metabolism. Food Chem 

Toxicol 2010; 48(8-9): 2366-73. 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

17
 ]

 

                            10 / 11

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-2242-en.html


          
  ... ACCو  AMPKبررسي اثر كوركومين بر ميزان فسفريلاسيون  �492

 1392 آبانر و هم، چهارم، شماره بيست و يكمدوره         درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

  

Effect of Curcumin on Phosphorylation of AMPK and ACC in C2C12 

Skeletal Muscle Cells 

 

  

Ghanbarzadeh F(MSc)
*1

, Mohiti J(PhD)
2
, Zavarreza J(PhD)

3
 

 
1-3

Department of Biochemistry & Molecular Biology, Shahid Sadoughi University of Medical Sciences, Yazd, Iran 

 

Received: 30 Dec 2012       Accepted: 23 May 2013  

Abstract 

Introduction: AMP activated protein kinase (AMPK) as key regulators of cell metabolism, plays a major 

role in the activation of catabolic pathways, such as glucose transport and fatty acid oxidation. Thus, 

activation of this pathway can be used in the treatment of diabetes and metabolic syndrome. Many studied 

proposed the effectiveness of the polyphenols present in rhizomes of turmeric (curcumin) on diabetes and its 

related complications. Therefore, this study investigated the effects of curcumin as an activator of AMPK 

pathway in C2C12 muscle cells. 

Methods: This study was done on C2C12 skeletal muscle cell line. The cells were classified into two 

distinct groups: first group was treated with 40µM curcumin and the second one with 0.1% DMSO as a 

negative control. The phosphorylated (AMPK) and phosphorylated acetyl COA carboxylase (ACC) were 

evaluated and compared by Western blotting technique.  

Results: intracellular phosphorylated AMPK protein content in Curcumin-treated group was 132.6% and 

ACC protein phosphorylated was 366.47%.  

Conclusion: This study showed that the levels of phosphorylated AMPK and ACC protein in cells treated 

with curcumin are higher than the negative control. Thus curcumin can be regarded as an activator of AMPK 

activity in these cells and can assist as a potential target for making anti diabetic medecine that has a 

synergistic activity with insulin. 

 

Keywords: AMPK; ACC; C2C12; Curcumin 

 

 

 

This paper should be cited as:  

Ghanbarzadeh F, Mohiti Ardakani J, Zavarreza J. Effect of curcumin on phosphorylation of ampk and acc in 

C2C12 skeletal muscle cells. J Shahid Sadoughi Univ Med Sci 2013; 21(4): 482-92. 

 
 

*Corresponding author:  Tel: +98 9173810418, Email: ghanbarzadeh_bio@yahoo.com  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

17
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-2242-en.html
http://www.tcpdf.org

