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  چكيده
مسير وابسته به انسولين  .شودباشد، از دو روش مجزا از خون برداشته مييماران ديابتي بالا ميگلوكز خون كه در ب :مقدمه

مسير اول در بيماران  .)AMP-Activated protein kinase( AMPKو مسير مستقل از انسولين ) PI3 K(كيناز  3فسفواينوزيتيد 
زردچوبه كه حاوي درصد بالايي كوركومين است داراي اثر عصاره . دچار نقص بوده ولي مسير دوم فعال است 2ديابتي نوع 

سازي مسير با اهميت در اين مطالعه به بررسي اثر كوركومين در فعال. باشدضدديابتي بوده ولي مكانيسم دقيق آن مشخص نمي
AMPK  هايسلولدر C2C12 ه شدپرداخت .  
ميكرومولار  40هاي عضلاني، يك ساعت در معرض غلظت بعد از رشد و تمايز به ميوبلاست C2C12 هايسلول :بررسي روش

وسترن بلاتينگ،  روشها با آوري و ليز سلولپس از جمع. قرار گرفتند) كنترل( DMSO% 1/0و ) مورد آزمايش(كوركومين 
ه با كنترل به نرمال شده و هر باند در مقايس β-Actinاطلاعات با كنترل داخلي . شدندشناسايي  p-ACCو  p-AMPKهاي پروتئين

  .شدجزيه و تحليل ت Student t-testآزمون  و SPSSافزار آماري با استفاده از نرم هاداده. صورت عدد نسبي محاسبه گرديد
) 23±6/1(در حضور كوركومين  p-AMPKباشد براي دهنده فعال شدن آنها ميها كه نشانميزان فسفريلاسيون آنزيم :نتايج

داري افزايش به طور معني) 7/1±4/0(در مقابل كنترل ) 7/31±2(در حضور كوركومين  p-ACCو براي ) 3±5/0(نسبت به كنترل 
  .)p>05/0(يافته است 
صورت  AMPK/ACCسازي مسير تواند از طريق فعالاثر ضدديابتي كوركومين ميكه  دهدنتايج حاصل نشان مي :گيرينتيجه

  .گيرد
  
 C2C12ر مستقل از انسولين، ضد ديابت، مسي، AMPK كوركومين، :هاي كليديواژه

                                                            
  mohiti@ssu.ac.ir: ، پست الكترونيكي09131548858: ؛ 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
  كه طبق  باشدديابت يك بيماري متابوليكي شايع مي

ميليون نفر  300بيش از ) WHO(آمار سازمان جهاني بهداشت 
  درصد اين افراد مبتلا  90الي  85مبتلا بوده و  آنجهان به در 

سال  كه در اندها نشان دادهبررسي. باشندمي 2به ديابت نوع 
جان ميليون نفر از عوارض قند خون بالا  3بيش از ميلادي  2004

ها بين شود مرگ ديابتيو پيش بيني مي اندخود را از دست داده
 .)1(افزايش خواهد يافت 2:3تا ميلادي  2030تا  2008 هايسال

شود اين بيماري كه با افزايش مزمن گلوكز در خون شناسايي مي
هاي هورمون ترشح شده از سلول(به دليل نقص در ترشح انسولين 

  ، فعاليت انسولين و يا )بتاي پانكراس جهت كاهش قند خون
  كننده برداشت گلوكز مرحله محدود. آيددو به وجود مي هر

توسط دو مسير مجزا در عضلات  سرعت در متابوليسم گلوكز،
كيناز  3يك مسير فسفواينوزيتيد  .شوداسكلتي تحريك مي

)PI3K ( وابسته به انسولين است كه منجر به انتقالGLUT4 
از سيتوزول به ) دهنده اصلي گلوكز در عضلات اسكلتيانتقال(

 AMPKو ديگري مسير  )2(شودسطح غشاي پلاسمايي مي
)AMP-activated protein kinase (غيروابسته به انسولين است .

 2اند كه مسير اول در بيماران ديابتي نوع محققين نشان داده
  .)3(است دچار نقص بوده ولي مسير دوم فعال

AMPK تريمريك تشكيل شده از سه زيرواحد آنزيمي هترو
α ،β و γ در  172باشد كه با فسفريلاسيون ريشه ترئونين مي

يك سنسور انرژي اين آنزيم . )4،5(شودفعال مي αزيرواحد 
و اتصال  AMP :ATPت زيرا با افزايش نسب ،استداخل سلولي 

AMP  به زيرواحدγ  فعاليتش افزوده شده و مسيرهاي توليد
ATP  فعال و مسيرهاي مصرفATP كندرا مهار مي .AMPK  در

در عضلات از جمله  .فرآيندهاي بيولوژيك دخالت دارداز بسياري 
به بهبود  GLUT4از طريق افزايش ترانسلوكاسيون و بيان ژن 

همچنين باعث كاهش سنتز و  .ندكبرداشت گلوكز كمك مي
افزايش اكسيداسيون اسيدهاي چرب از طريق فسفريلاسيون و 

آنزيم شود و با مهار مي) ACC( استيل كوآكربوكسيلاز آنزيم مهار
HMG_COA در . دهدردوكتاز سنتز كلسترول را كاهش مي

شدن فعالفسفريلاسيون و رود با نتيجه اين اعمال، انتظار مي

AMPK انسولين  عملكرد چربي اكتوپيك كاهش يافته و، تجمع
  .)6،3- 9(بهبود يابدو برداشت گلوكز 

با توجه به اهميت بسيار زياد فعال شدن مسير 
AMPK/ACC  محققين از ، بسياري 2در افراد ديابتي نوع  

به كشف داروهايي با مكانيسم فعاليت در اين مسير 
همچنين از قديم گياهان جهت درمان انواع  .)9،3- 13(رداختندپ

و  )14(گرفتندها از جمله ديابت مورد استفاده قرار ميبيماري
محصولات طبيعي  تأثيرر اهميت و ترين شاهد دشايد مهم

يابتي دضدديابتي را بتوان در استفاده گسترده از داروي ضد
در ميان  .)15(كه برگرفته از منابع طبيعي استيافت متفورمين 

از اين مواد گياهي، عصاره زردچوبه كه حاوي درصد بالايي 
بسيار مورد توجه بوده و  كوركومين استفنولي تركيب پلي

، اكسيدانياي نه تنها بر روي اثرات آنتيتحقيقات گسترده
دهنده كاهش نضدسرطاني آن بلكه به عنواضدالتهابي و 

عليرغم . )16-20(تقندخون به انجام رسيده و در حال انجام اس
ها مكانيسم مولكولي دقيق اثر كاهندگي گلوكز توسط اين تلاش

بنابراين در اين . كوركومين به طور ضعيفي شناخته شده است
عال شدن مسير مطالعه به بررسي اثر كوركومين در ف

AMPK/ACC هاي عضلاني كه مصرف كننده اصلي در سلول
 .ه شده استهاي چربي هستند، پرداختگلوكز بعد از سلول

  روش بررسي
 C2C12هاي سلولدر اين مطالعه كارآزمايي آزمايشگاهي 

)ATCC-CRL-1772-از انستيتو ) ، رده سلولي ميوبلاست موش
ليتري حاوي محيط يليم 50پاستور ايران تهيه و در فلاسك 

، ):Dulbecco s Modified Eagle s Medium DMEM(كشت 
% 1و ) آمريكا/ FBS) (Gibco-BRL(سرم جنين گاوي % 10

) آمريكا /sigma( سيلينهاي استرپتومايسين و پنيبيوتيكآنتي
به . تكثير داده شد CO2% 5گراد و درجه سانتي 37در دماي 

هاي ميوسيتلاستي اوليه به هاي ميوبمنظور تمايز سلول
، از %80ها به بيش از از رسيدن تراكم سلول عضلاني، بعد

  % 1و  Horse serum% 2حاوي  DMEMمحيط تمايز 
  .)21()ب -الف، 1شكل (ها استفاده گرديد بوتيكآنتي
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  ). 40درشت نمايي (و مراحل تمايز آن  C2C12هاي هاي ميكروسكوپي از كشت سلولعكس :1شكل 
  

 ها در محيط تمايزيشش روز پس از قرار گرفتن سلول
DMEM  +2 %Horse serum ،ها به مدت يك ساعت درسلول 
 سولفوكسايدمتيلمولار كوركومين حل شده در ديميكرو 40 معرض

)DMSO (چنين فلاسك ديگري به عنوان مه. دندقرار داده ش
به (اضافه گرديد  DMSOكنترل در نظر گرفته شد كه به آن فقط 

در هر دو فلاسك مورد آزمايش كمتر از  DMSOطور كلي غلظت 
  ).، ج1شكل) (درصد در نظر گرفته شده است 1/0

دو مرتبه با بافرفسفات سرد  C2C12هاي تمايز يافته سلول
مولاركلريدسديم، ميلي 150(وليتر بافر ليز ميكر 500شسته شده و 

سديم % 1/0كولات، سديم داكسي% 100X – ،5/0ترايتون % 1
 )NaF( سديم فلوريد ميلي مولار 10، )SDS(سولفاتدودسيل

)Merkمولار ميلي 1سديم اورتووانادات،  مولارميلي 1، )، آلمان
PMSF ،1 %8ميلي مولار تريس با  50پروتئاز، آنتيPH=  به

ها افزوده و سپس با استفاده از اسكرابر از كف فلاسك سكفلا
هاي جدا شده به مدت به منظور ليز كامل، سلول .جدا شدند

دقيقه در بافر ليز روي يخ قرار گرفته و گهگاهي ورتكس  30
هاي تخريب شده، براي جدا كردن بقاياي سلول. شدندمي

 10مدت  درجه سانتي گراد به 4هاي ليز شده در دماي سلول
پس محلول رويي به س .ندسانتريفوژ گرديد g600دقيقه در دور 

تجزيه و هاي ايمونوبلاتينگ جدا و تا زمان منظور انجام آزمون
پس از تعيين . راد نگهداري شدگدرجه سانتي -80در تحليل 

مقدار پروتئين موجود در هموژن سلولي با استفاده از معرف 
  وتئين در الكتروفورز ژل ميكروگرم پر 60برادفورد ميزان 

جداسازي و در ادامه به كاغذ  SDS% 10آميد اكريلپلي

غشاي نيتروسلولز با محلول . نيتروسلولز انتقال داده شد
درجه  4شير بدون چربي به مدت يك شب در % 3انسدادگر 

پس از شستشوي كامل غشا و خروج . گراد انكوبه گرديدسانتي
و  p-AMPKبادي اوليه برعليه آنتيكامل ماده انسدادگر، غشا با 

 p-ACC)/Cell Signallingو  1:1000با غلظت ) آمريكا  
β-Actin )/Santa Cruz Biotecnologyبا غلظت ) آمريكا
آلبومين سرم گاوي به مدت يك شب % 5در محلول  1:5000

شستشو، غشا  پس از. گراد انكوبه شددرجه سانتي 4در دماي 
بادي ثانويه كونژوگه حيط با آنتيبه مدت يك ساعت در دماي م

 1:5000با غلظت ) :Horseradish Peroxidase HRP(شده با 
. آلبومين سرم گاوي مورد انكوباسيون قرار گرفت% 2در محلول 

 ECL )/GEباندها با روش كمي لومينسانس تقويت شده 

Amersham Healthcare يت گرديدند و با ؤقابل ر) تركيه
از آنها عكسبرداري  Gel Documentationاستفاده از دستگاه 

  نرمال شده و هر  β-Actinاطلاعات با كنترل داخلي . شد
باند در مقايسه با باند كنترل به صورت عدد نسبي نشان داده 

  .اندشده
آزمايشات به طور كامل سه بار تكرار شد و نتايج به صورت 

افزار ده از نرمدر ادامه با استفا. بيان گرديدانحراف معيار  ±ميانگين 
SPSS  آماري آزمونو  14نسخه Student t-test independent 

در نظر  05/0 ي كمتر ازدارمعنيسطح  مورد ارزيابي قرار گرفت و
  .گرفته شد
 نتايج

  ون ـريلاسيـن در افزايش فسفـي اثر كوركوميـبه منظور بررس

  ج ب  الف
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AMPK/ACC  و در نتيجه افزايش فعاليت اين دو آنزيم، از
به مدت % 95ميكرومولار كوركومين با خلوص بيش از  40غلظت 

 C2C12هاي ميوبلاستي عضله موش يك ساعت در سلول
يكي مورد مطالعه ، زيرا اين غلظت و زمان طبق منابع شداستفاده 

از بهترين شرايط به منظور بررسي اثر كوركومين در اين رده 
كه  ه شددر اين تحقيق نشان داد. )14(باشدسلولي مي

  ميكرومولار به مدت يك ساعت  40كوركومين در غلظت 
  ميزان) بدون حضور كوركومين(نترل در مقايسه با گروه ك دتوانمي

  ،1نمودار (را افزايش دهد  AMPKفسفريلاسيون آنزيم 
  .)2شكل 

   αدر زير واحد  172فسفريلاسيون ريشه ترئونين 
اين آنزيم است و فسفريلاسيون ريشه  دهنده فعال شدننشان

بهترين ويژگي پايين دست، جهت  ACCدر آنزيم  79سرين 
 40غلظت  .است AMPK فعال شدن مسير سيگنالينگ

ميكرومولار كوركومين به مدت يك ساعت باعث فسفريلاسيون 
ACC 2شكل ، 2نمودار (شود و فعاليت اين آنزيم مي.(  

 

  
  
  
  
  
  
  

  

  

  

  

  C2C12 در سلول هاي  AMPKكوركومين فسفريلاسيون : 1نمودار 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  C2C12 در سلول هاي  ACCكوركومين فسفريلاسيون  :2نمودار 
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   ACCباندهاي حاصل از آزمايش وسترن بلاتينگ براي : 3شكل       AMPKباندهاي حاصل از آزمايش وسترن بلاتينگ براي : 2شكل 
  

بحث
شده از ريشه گياه زردچوبه  فنولي استخراجكوركومين پلي

   Zingiberaceaeاز خانواده  Curcuma longaبا نام علمي 
 هايي ماننداندامتواند اثرات ضدديابتي خود را در باشد كه ميمي

چند اطلاعات كمي  هر. پانكراس، كبد و بافت چربي نشان دهد
فنول مهم در عضلات اسكلتي در مورد اثرات ضدديابتي اين پلي

هاي مختلفي از جمله انيسمبراي كوركومين مك. )22(اردوجود د
مهار بيان ژن  ،GLUT4افزايش بيان و ترانسلوكاسيون غشايي 

افزايش اكسيداسيون گلوكز از طريق  ،فسفاتاز كبدي 6گلوكز 
و افزايش ) كننده پيروات دهيدروژنازكيناز مهار( PDK4مهار 

سنتز گليكوژن از طريق فعال كردن آنزيم گليكوژن سنتاز در 
هاي ديابتي شده در نظر گرفته و موش L6ده عضلات اسكلتي ر

  .)14،22،23(شده است
هاي در اين مطالعه، به منظور شناسايي ديگر مكانيسم

عملكردي كوركومين، به تحقيق در اين مورد پرداختيم كه آيا 
  .شود AMPK/ACCتواند باعث فعال شدن مسير كوركومين مي

تواند كومين ميدر نهايت، نتايج اين مطالعه نشان داد كه كور
در رده ) ميكرومولار، يك ساعت 40(در زمان و غلظت انتخابي 

باعث افزايش فسفريلاسيون و در نتيجه  C2C12سلول عضلاني 
ييد أهمچنين به منظور ت. شود AMPKافزايش فعاليت آنزيم 

 AMPKاين يافته، فسفريلاسيون و مهار آنزيم پايين دست 
نيز مورد بررسي قرار گرفت و مشاهده شد كه  ACCيعني آنزيم 

كوركومين در اين زمان و غلظت توانسته است به طور 
  .را نيز افزايش دهد ACCمحسوسي فسفريلاسيون آنزيم 

به بررسي اثر سينرژيسم  و همكارش Kangاي در مطالعه
هاي عضلاني كوركومين و انسولين در متابوليسم گلوكز سلول

ان دادند كه كوركومين مسير موش پرداختند و نش
AMPK/ACC  را فعال كرده و با داشتن اثر سينرژيسم با

نتايج . )14(شودانسولين سبب بهبود عملكرد انسولين مي
عال شدن با نتايج حاصل از اين مطالعه مبني بر ف Kangمطالعه 
همسو  C2C12هاي عضلاني رده در سلول AMPK/ACCمسير 

  .باشدمي
اي ديگر نيز محققين به بررسي فعاليت مسير در مطالعه

AMPK/ACC هاي كبدي موشدر سلول )H4IIE (هاي و سلول
كوركومين هاي متفاوت در حضور غلظت) Hep3B(كبدي انسان 

كبدي  هايلولپرداختند و مشاهده كردند كه كوركومين در س
را فعال  AMPK/ACCتواند مسير سلولي بسيار مهم مي
نتايج اين محققين نيز عليرغم تفاوت در رده سلولي . )23(كند

مورد استفاده با نتايج مطالعه حاصل، مبني بر افزايش فعاليت 
  در حضور كوركومين همگام و موافق  AMPK/ACCمسير 

  عضلاني به عنوان  هايسلول باشد و با توجه به اهميتمي
كز، نتايج اين دو تحقيق كننده گلومصرف هايسلولترين مهم

تواند اهميت استفاده از كوركومين را به منظور در كنار هم مي
 .تر سازدديابتي روشنبهبود پاتوژنز بيماران 

دهد كه كوركومين در غلظت در نتيجه، اين مطالعه نشان مي
تواند كند و ميرا فعال مي  AMPK/ACCميكرومولار، مسير

  دگي گلوكز توسط اين توضيحي براي برخي اثرات كاهن

p-AMPK 

كنترل  كوركومين

β- Actin 

p- ACC 

β- Actin 

 كنترل
 كوركومين
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اين مكانيسم جديد فعاليت كوركومين همراه با . فنول باشدپلي
التهابي و عدم سميت آن ي، ضداكسيدانهاي آنتيديگر ويژگي

هاي اميدواركننده از افتهو ي )24- 26(گرم براي انسان 12تا 
  دهد كه كوركومين هاي حيوانات ديابتي شده نشان ميمدل
در . تواند يك راهكار و روش مكمل براي مديريت ديابت باشدمي

شود به منظور تحقيق بيشتر در اين مسير، ادامه نيز پيشنهاد مي

، در AMPK/ACC اثر كوركومين در حضور مهاركننده مسير
  .هاي مختلف مورد بررسي قرار گيردها و زمانغلظت

  سپاسگزاري
 كاركناندر اينجا لازم مي دانيم از همكاري كليه اساتيد و 

گروه بيوشيمي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد كمال 
 .تشكر را داشته باشيم
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Abstract 
Introduction: Blood glucose is high in diabetic patients. It is taken from blood by two separate pathways: 

Insulin-dependent pathway of phosphoinositide 3 kinase (PI3K) and insulin-independent pathway AMPK 
(AMP-Activated protein kinase). The first pathway is impaired in type 2 diabetic patients, but the second 
pathway is active. On the other hand, curcuma longa extract containing a high percentage curcumin has Anti-
diabetic effects, but its exact mechanism is not clear. Therefore, this study intends to investigate the effect of 
curcumin on the activation of the critical pathway AMPK in C2C12 cells. 

Methods: C2C12 cells, after growth and differentiation to muscle myoblast, were exposed to 40 µM 
concentrations of curcumin (test group) and 0.1%DMSO (control) for one hour. Then cells were collected, 
lysed and p-AMPK and p-ACC proteins were identified by Western blotting technique. Data were 
normalized with the β-Actin internal control and each band was calculated as arbitrary number compared 
with the control. Significant results were determined by using SPSS statistical software and student t-test. 

Results: Phosphorylation of enzymes, that indicates their activation, significantly increased for p-AMPK 
(23±1.6) and for p-ACC (31.7±2) in presence of curcumin Compared to the control (3±0.5; 1.7±0.4) (p-value 
<0.05). 

Conclusion: The results demonstrated that anti-diabetic effects of curcumin could be done through the 
activation of AMPK / ACC.  

Keywords: AMPK (AMP-activated protein kinase); C2C12; Curcumin 
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