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ABSTRACT

Background & objectives: Nuclear Factor kappa B (NF-κB), a master switch transcription
factor, plays a critical role in the progression and development of hyperglycemia-induced
microangiopathy. Hyperglycemia activates NF-κB, and subsequently increases pro-
inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-6 and IL-1β leading to development of
inflammation. Some new studies have revealed the involvement of microRNA-146a (miR-
146a) in the pathogenesis of diabetic complications through an NF-κB-dependent negative
feedback loop manner. Despite numerous reports indicating changes of plasma miR-146a
during hyperglycemia, the origin of this change remains unclear. This study was designed to
evaluate the role of NF-κB on the miR-146a gene expression level in human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs) during a hyperglycemic condition.
Methods: HUVECs were cultured in normal glucose (5 mmol/L), and hyperglycemic (25
mmol/L) endothelial cell growth medium in the six well plates for 24 h. JSH-23 (30 μmol/L),
as an inhibitor of NF-κB translocation to the nucleus, was added to the culture medium, 30
min before induction of hyperglycemia. Quantitative Real Time PCR was performed to
measure the expression levels of miR-146a and mRNA NF-κB. NF-κB activity was measured
by Elisa.
Results: Hyperglycemia markedly increased the NF-κB activity and mRNA level in
HUVECs. The expression of miR-146a significantly increased in hyperglycemic group
compared to the normoglycemic group. On the other hand, JSH-23 prevented from miR-146a
increment in hyperglycemic group and also it increased the mRNA expression level of NF-κB
in this group.
Conclusion: This result shows that NF-κB increases the gene expression of miRNA-146a in
the early phase of hyperglycemia in HUVECs.
Keywords: Nuclear Factor- κB; Hyperglycemia; HUVECs; miR-146a
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چکیده
، به عنوان یک عامل رونویسی اصلی، در پیشرفت و توسعه التهاب عـروق  B(NF-κB)اي کاپاي فاکتور هستهزمینه و هدف:

هاي و به دنبال آن افزایش سیتوکینNF-κBکند. هیپرگلیسمی باعث فعال شدن یسمی نقش مهمی ایفا میریز ناشی از هیپرگل
microRNA-146aشـود. مطالعـات جدیـد نقـش     و گسترش التهاب مـی IL-1βو TNF-α ،IL-6پیش برنده التهاب همچون 

)miR-146aرا در پاتوژنز دیابت، از طریق یک حلقه فیدبک منفی وابسته به (NF-κB اگرچـه مطالعـات بـی   انـد. نشـان داده
هاي منشاء ایـن تغییـر مشـخص    اند، اما هنوز سلولطی هایپرگلایسمی بودهmiR-146aشماري بیانگر تغییر غلظت پلاسمایی 

هـاي  در سلولmiR-146aبر میزان بیان ژن NF-κBنقش براي ارزیابی اي مداخله-نیستند. بدین منظور این مطالعه تجربی
) در شرایط هیپرگلیسمی طراحی شد.HUVECsدوتلیال عروقی بندناف انسان (ان

میلـی مـول در لیتـر) و شـرایط     5در محیط رشد سلول اندوتلیال در شرایط گلوکز طبیعی (HUVECهاي سلولروش کار:
میکرومول در 30شدنساعت کشت داده شدند. اضافه24به مدت چاهکی 6در پلیت میلی مول در لیتر)25هیپرگلیسمی (

دقیقه قبل از ایجاد هیپرگلیسمی صورت گرفـت. جهـت انـدازه    30به هسته، NF-κBبه عنوان بازدارنده انتقال JSH-23لیتر
با روش NF-κBاستفاده شد. میزان فعالیت quantitative Real Time PCRروش NF-κBو miR-146aگیري میزان بیان 

ELISA.سنجیده شد
داري افزایش به طور معنیHUVECهاي را در سلولNF-κBي mRNAبیان و میزانرگلیسمی میزان فعالیت هیپها:یافته

در گروه هیپرگلیسمی در مقایسه با گروه کنترل، به طور محسوسـی افـزایش یافـت. از    miR-146aداد. همچنین میزان بیان 
ــزایش JSH-23طــرف دیگــر،  ــوگیري از اف ــزاmiR-146aباعــث جل ــز اف ــان و نی هــاي در ســلولNF-κBي mRNAیش بی
گردید.هیپرگلیسمی 

HUVECهـاي  را در فاز اولیه هیپرگلیسمی در سلولmiR-146aبیان ژن NF-κBدهد که نشان میاین یافتهگیري:نتیجه

دهد.افزایش می
microRNA-146aانسان، هاي اندوتلیال عروقی بند ناف، هیپرگلیسمی، سلولBاي کاپاي فاکتور هستههاي کلیدي:واژه



NF-κB9ی کرجان و همکاران الناز سلمان...فعال شده با هایپرگلایسمی

مقدمه
دیابت به عنوان یـک بیمـاري التهـابی، مجموعـه اي از     
ناهنجاري هاي متابولیکی است که اولـین مشخصـه آن   

ل بـه دلیـل عـدم تحم ـ   و پایـدار هیپرگلیسمی مـداوم 
گلوکز در نتیجه کمبود انسولین یا اخـتلال در عملکـرد   

باشـــد و باعـــث اخـــتلال در متابولیســـم    آن مـــی
]. بـروز  1,2شـود [ کربوهیدرات، لیپید و پـروتئین مـی  

دیابت قندي در ارتباط با عوامل مستعد کننده ژنتیکـی  
و فاکتورهاي محیطی است که بـه صـورت جهـانی در    

رود کـه بـروز   رو انتظـار مـی  ؛ از اینحال افزایش است
. طبـق آمـار   ]1[عوارض دیابتی در حال افزایش باشـد  

جهانی تعداد افراد مبتلا به دیابـت در سـه دهـه اخیـر،     
چهار برابر شده است که این روند بـا افـزایش تلفـات    

باشد و پیش بینی شده است که این بیماري همراه می
حدود یک سوم از کل جمعیـت  2050خطرناك تا سال 

. ]3,4[جهان را درگیر کند 
معمـولاً باعـث میکـرو و    ایـدار و پمداومهیپرگلیسمی 

گردد که به نوبه خود اخـتلال در  ماکرو آنژیوپاتی می
هـا، سیسـتم   هاي بدن بویژه قلب، چشـم عملکرد ارگان

تواند ها را به همراه داشته و میاعصاب محیطی و کلیه
در نهایت بـه کاردیومیوپـاتی، رتینوپـاتی، نوروپـاتی و     

اعتقـاد بـر ایـن اسـت کـه      . ]5[نفروپاتی منجر گـردد  
هیپرگلیســمی مــزمن موجــب افــزایش اکسیداســیون  

، )AGEs(1محصولات نهـایی گلیکوزیلاسـیون  گلوکز و
، هگـزوز  3، مسـیر پلیـول  C2فعال شدن پروتئین کینـاز  

سیتوکین هاي پیش التهابی تولید و در نهایت4هاآمین
) IL-6(66)، اینترلـوکین β5)IL-1β-1اینترلوکین(مانند
ــا ــا  و ف ــور آلف ــده توم ــروز دهن )) TNF-α(7کتور نک

1 Advanced Glycation End Products
2 Protein Kinase C
3 Polyol Pathway
4 Hexosamine Pathway
5 Interleukin-1β
6 Interleukin 6
7 Tumor Necrosis Factor Alpha

ها منجر بـه  فعالیـت فـاکتور    شود که این مکانیسممی
.]6[گردد می) در سلولB8)NF-κBاي کاپاي هسته

به عنـوان  NF-κBاند که مطالعات متعددي نشان داده
یــک عامــل رونویســی اصــلی، در پیشــرفت و توســعه  
میکروآنژیوپاتی ناشی از هیپرگلیسمی نقش مهمی ایفا 

گذشـته  مطالعـات . در این ارتباط نتـایج  ]7-9[کند می
منجر به مهار استرس NF-κBدهد که مهار نشان می

هاي مسیر سیگنالینگ مرگ سلولی اکسیداتیو و واسطه
کـه بیـان   . همچنین مشخص شده اسـت  ]10[شود می

و نیـز  IL-1وNF-κB ،TNFαژن و میـزان پـروتئین   
سـایت در پري9ریزي شده سلولیمیزان مرگ برنامه

هاي شبکیه گاو که در معرض غلظت بالاي گلوکز قرار 
ــد، افــزایش داشــته اســت   NF-κB. ]11[گرفتــه بودن

تشکیل شده اسـت کـه   p65/p50عموماً از هترودایمر 
در حالت عادي درون سیتوپلاسم با اتصال به پروتئینـی  

در پاسـخ IκBبه صورت مهار شده اسـت.  IκBبه نام 
به واسـطه  TNFα ،IL1هاي التهابی از قبیل به محرك

پروتئوزوم تخریـب و منجـر بـه آزاد سـازي و انتقـال      
NF-κB ي هاژنبه هسته و تنظیم بیان طیف وسیعی از

.]12,13[شود دخیل در فرآیند التهاب می
JSH-23)4-متیــل-N-)3- 2و1فنیــل پروپیــل) بنــزن

باشد کـه از آن بـه   آمین) یک ترکیب شیمیایی میدي
هـا  فعال شده ناشی از سیتوکینκB-NFعنوان مهارگر 

. ترکیـب آروماتیـک دي   ]14[شود ده میاستفاLPSو 
P65اي زیـر واحـد   مانع از انتقال هستهJSH-23آمین 

κB-NF  23شـود. عملکـرد   به داخل هسـته مـی-JSH

ــت    ــا بازیاف ــب ی ــاثیر در تخری ــدون ت ــورت κBIب ص
ز طریق اJSH-23اند که گیرد. مطالعات نشان دادهمی

،κB-NFنه تنهـا بیـان ژنـی    κB-NFهدف قرار دادن 
IL-1β ،IL-6 ،iNOS وCOX-2    القا شـده بـا لیپـوپلی

ساکارید را مهار کرده است؛ بلکه آپوپتوز ناشی از آنها 
ارف دیگــر ـ. از مص ـ]15[را نیـز متوقــف کـرده اســت   

8 Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of
Activated B Cells
9 Apoptosis
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23-JSH به منظور بررسی نقشκB-NF ،در سرطان
.]16[التهاب و نوروژنز استفاده شده است 

ــید  ــک اس ــامیکروریبونوکلئی microRNAs or)1ه

miRNAs) گروهــی ازRNA ــزاد کوچــک هــاي درون
ــل کــد شــدن هســتند کــه رشــتهتــک در اي و غیرقاب

24الــی 19شــوند و حــدود دیــده مــیهــایوکــاریوت
هـا در تنظـیم   اصـلی آن هطول دارند. وظیفنوکلئوتید

هـاي پیـک   RNAبا اثـر بـر   پس از رونویسی است؛ که 
)mRNA  هـا،  ) و مهار ترجمه و یا افـزایش تخریـب آن

هـا  برداري و سنتز پروتئیندر تنظیم فرایندهاي نسخه
هـا در تنظـیم   miRNA. ]18و 17[کننـد  شرکت مـی 

شماري از فرایندهاي زیستی، از جملـه تکثیـر،   تعداد بی
شرکت در دفـاع ایمنـی،   تمایز، آپوپتوز، تکوین سلولی، 

طان و نیـز در بـروز انـواع سـر    هاي ویروسـی بیماري
اي نقش دارند. در نتیجه، به طور بـالقوه نقـش عمـده   

نتـایج  . ]19[کننـد  در سلامت و بیماري انسان ایفاء می
-miRیک مطالعه جدید نشان داده اسـت کـه میـزان    

146aــلول ــادر س ــرایط  ه ــبکیه در ش ــدوتلیال ش ي ان
کـه در . در حالی]20[هایپرگلایسمی کاهش یافته است 

مطالعه دیگري افـزایش سـه برابـري در میـزان بیـان      
146a-miR  ــرل در عصــب ــا گــروه کنت در مقایســه ب

. ]21[هـاي دیـابتی مشـاهده شـده اسـت      سیاتیک رت
همچنین در مطالعه دیگري مشـخص شـد کـه میـزان     

ــان ژن ــه رت146a-miRبی ــابتی در  در کلی ــاي دی ه
.]6[مقایسه با گروه کنترل افزایش یافته است 

، رونویسـی  kB-NFاعتقاد بر این است که فعال شـدن  
بـه  146a-miRدهد. را افزایش می146a-miRاز ژن 

ــاي      ــی فاکتوره ــیم کاهش ــق تنظ ــود از طری ــه خ نوب
منجر بـه  IRAK1و TRAF6هاي سیتوپلاسمی به نام

. گزارشات نشان ]22[شود میκB-NFکاهش فعالیت 
κB-NF-146a-miRاند که حلقه فیـدبک منفـی   داده

نقش حائز اهمیتی در تنظیم فرایند التهـاب بـر عهـده    
ــاد     ــث ایج ــدبکی باع ــه فی ــن حلق ــتلال در ای دارد و اخ

1 Micro Ribonucleic Acids

ان هاي التهابی، سـرط هاي مختلف نظیر بیماريبیماري
.]21,23,24[شود و دیابت می

در miR-146aاگرچــه مطالعــات متعــددي بــه نقــش 
پـاتولوژي عـوارض ناشـی از هیپرگلیسـمی و تغییــرات     

اند ولی هنوز دهاشاره کرmiR-146aغلظت پلاسمایی 
بر میزان بیان NF-κBنقش اي به بررسی هیچ مطالعه
miR-146aــلول ــی  در س ــی ط ــدوتلیال عروق ــاي ان ه

نپرداخته است. با توجه بـه نقـش   شرایط هیپرگلیسمی 
هـاي  هاي اندوتلیال عروقـی در آسـیب  محوري سلول

هیپرگلیسمی هدف از مطالعـه حاضـر،   عروقی ناشی از 
ــر  ــی اث ــر κB-NFبررس ــان ژن ب در 146a-miRبی

هاي اندوتلیال عروقی طی شرایط هیپرگلیسمیکسلول
-JSHبدین منظور، در شرایط هیپرگلیسمی باشد.می

هـاي  سـلول به محیط کشـت NF-κB)(مهارکننده 23
ــانی  ــاف انس ــد ن ــیاهرگ بن ــدوتلیال س (HUVEC)2ان

در miR-146aاضــافه گردیــده و ســپس بیــان ژن    
ار گرفت.ها مورد بررسی قرسلول

کارروش
کشت سلول

ــن در ــه ای ــیمطالع ــه-تجرب ــلولايمداخل ــاي ، س ه
HUVECs  .از انیستیتو پاستور ایران خریداري شـدند

3EBM™-2)500ها داخل محـیط کشـت پایـه   سلول
™SingleQuots) که بـا  Lonzaمیلی لیتر از شرکت 

Kit از شــــرکت)Lonza حــــاوي فــــاکتور رشــــد (
)، فــاکتور رشــد  pg/ml225(4فیبروبلاســتی انســانی 

)، فـاکتور  ng/ml110(5هـاي انـدوتلیال عروقـی   سلول
ــده  ــد گیرن ــولینی  رش ــبه انس ــاي ش )، ng/ml150(6ه

ــید ( ــکوربیک اســ ــدروکورتیزون µg/ml1اســ )، هیــ
)mg/ml1 (7)، فاکتور رشد اپیدرمی انسـانng/ml10 ،(

2 Human Umbilical Vein Endothelial Cells
3 Endothelial Basal Medium-2
4 hFGF: Human Fibroblastic Growth Factor
5 VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
6 R3-IGF: Receptor –Insulin Growth Factor
7 hEGF: Human Epidermal Growth Factor
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میلـی  10(1گـاوي جنین)، سرمmg/ml5/22هپارین (
2ســـینآمفوتری-)، جنتامایســـین%2لیتـــر از غلظـــت 

)µg/ml50   داخـل فلاسـک   ) غنی سازي شـده بـود، در
T75     و داخل انکوبـاتور در شـرایط اسـتاندارد (دمـاي

°C37 کشت داده %)95%، رطوبت 5، دي اکسید کربن
هـا  محـیط کشـت سـلول   روز یک بـار 3-4هر شدند.

80ها حـدودا بـه   تعویض شدند و زمانی که تراکم آن
ــه داده 3هــا پاســاژ، ســلولرســیددرصــد شــدند و ب
ها را بـا محلـول   یافتند. سلولهاي دیگري انتقال فلاسک

شستشو داده و با تریپسین جداسازي PBSشستشوي 
70-80ها با تراکم مرحله پاساژ سلول5شدند. بعد از 

6هـاي  دي، بـه داخـل پلیـت   به منظور گروه بندرصد
میکرولیتــر 2300و سـلول 3×105بـه تعـداد   4ايخانـه 

محیط کشت کامل در هـر چاهـک منتقـل شـده و بـه      
ساعت داخل انکوباتور در شـریط اسـتاندارد   24مدت 

. ]25,26[نگهداري شدند 
اندوتلیال سیاهرگ بند ناف انسانیهاي تیمار سلول

2300وتعـویض هاپلیتهمهروز بعد محیط کشت
هـا  گـروه .شدجایگزینجدیدمحیط کشت میکرولیتر

هـاي  گروهتقسیم بندي شدند.Duplicateبه صورت 
مورد مطالعه به شرح زیر بودند:

غلظـت   حـاوي خودکهعاديمحیط کشت کنترل (.1
گلوکز بود) -Dمیلی مولار 5
میلی 5غلظت  حاويعاديمحیط کشت اسمولی (.2

مانیتول)-Dر میلی مولا20گلوکز + -Dمولار 
5ازکشت محیطگلوکز -Dغلظتهیپرگلیسمی (.3

شد)رساندهمیلی مولار 25به
میکرو مولار)JSH)30-23هیپرگلیسمی + .4

23-JSH جهت مهارκB-NF)30 میکرو مولار، محلول
دقیقه قبل از ایجاد هیپرگلیسـمی، بـه   DMSO (30در 

. همچنین براي ایجـاد  ]27[محیط کشت اضافه گردید 
 ـ-Dمیلـی مـولار   20هیپرگلیسـمی گروه  بـه وکزگل

1 FBS: Fetal Bovine Serum
2 GA-100: Gentamicin , Amphotericin
3 Passage or Subculture
4 6 Wells

مولارمیلی25غلظتبهتاگردیداضافهکشتمحیط
گـروه کنتـرل  هـت ایجـاد  ج.)20(یافتـه شـود   دسـت 

مـولار  میلـی 5مانیتول +-Dمولار میلی20اسمولی،
D-25[استفاده شد گلوکز[.

miR-146aو NF-κBي هاژنبررسی میزان بیان 

cDNAو سنتز RNAاستخراج 

بــا توجــه بــه اینکــه هــدف ایــن مطالعــه بررســی اثــر  
ازسـاعت 24بعـد از گذشـت   حاد بود، هیپرگلیسمی

، بررسـی بیـان  مطالعـه گانه مـورد  4هاي ایجاد گروه
در حضـور و در عـدم   miR-146aو NF-κBي هاژن

Quantitativeبه روش JSH-23حضور  Real Time

PCR.انجام گرفت
RNAهـا جهـت اسـتخراج    هاي همه گـروه ابتدا سلول

شـرکت  miRNeasy Mini Kitکیـت راهنمـاي طبق
بعـد از انجـام عمـل    .) آماده شدندQiagen(سازنده

استخراج شده، بر RNAاستخراج، جهت کنترل کیفیت 
RNase% که در شـرایط عـاري از   1روي ژل آگاروز 

).1شکل تهیه شده بود، الکتروفورز (افقی) گردید (
استخراج شـده از  RNAهمچنین براي ارزیابی خلوص 

ODاستفاده شد و نسبت جـذب یـا   5دستگاه نانودراپ

اندازه گیـري شـد و   280/260ها در طول موج نمونه
به دست آمـد کـه نشـان    9/1-2حدود مقدار آن در 

مورد نظر بـود؛ بنـابراین    RNAدهنده خلوص بالاي 
جهت آزمایشات بعدي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت.     

سازي مطابق راهنمـاي منـدرج   cDNAسپس مراحل 
، Qiagenاز شـرکت  miScript ΙΙ RT kitدر کیـت 

هـر گـروه   total RNAاز میکروگـرم 1انجـام شـد.   
هـاي  استفاده شـد. نمونـه   cDNAتز براي واکنش سن

، بـراي انجـام واکـنش    cDNAحاصل از واکـنش سـنتز   
Real Time – PCR     .مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد

پروتوکل کار طبق دستورالعمل شرکت سازنده کیـت  
miScript SYBR Green RT- PCR Kit

(Qiagen)ـتفاده شـ، براي انجام واکنش اس ـ  د. روش ــ

5 Termo Scientific
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2-ΔΔCtهاي ژنی بیان جهت کمی سازي نسبNF-κB و
miR-146aشده استفاد.

U6وNF-κB ،Actin-β ،miR-146aي هـا ژنپرایمر 

Realهـاي  اکـنش تهیـه شـدند. و  Exiqonاز شرکت 

Time-PCR گـروه بـه   4بـراي هـر   هاژنمربوط به
-Corbett Rotorدسـتگاه  داخـل  Duplicateصـورت  

Gene RG-6000 .یتوال(ساخت استرالیا) انجام شدند
ــا  ــراي ژن پرایمرهــــــ ــو(NF-κBبــــــ : 1جلــــــ

CTGATGTGCATCGGCAAG2و معکــــــــــوس :
TGCTGGGAAGGTGTAGGG ،( ژنبرايActin -β

و معکوس: CTGGACAAACCTCAGCCCTA: جلو(
CTGATTTGGACAAGCAGCAA  ،( ــراي ژنبــــ

miR-146a
)CCGAATCTTGCCATACGCAAACCCATGG (

U6ژنبـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــراي و  

)CGCTTCGGCAGCACATATAC.بودند (

هاي مطالعه به همراه سایز مارکر بر روي ژل گروهRNA. نمونه 1کل ش
،)OSاسمولی (گروهشامل راستسمتازشکلهاينستوآگاروز.

هیپرگلیسمی + ) و  Ladderسایز مارکر (، )Hهیپرگلیسمی (، )Cکنترل (
JSH)HJ(باشدمی.

ELISA3به روشNF-κBگیري فعالیت اندازه

ــدازه  ــت ان ــري فعجه ــت گی ــلولNF-κBالی ــاي ، س ه
هاي مختلف مورد مطالعه بر اساس دستورالعمل گروه

ــتخراج   ــت اس ــارهکی ــتهعص ــلولی هس Caymanس

chemicals حاويهموژنیزه گردید و سوپرناتانت آن

1 Forward
2 Reverse
3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

کـه  P65سلولی جهـت ارزیـابی غلظـت    هستهعصاره
باشد، مـورد اسـتفاده   میNF-κBمعیار میزان فعالیت 

شرکت ELISAورالعمل کیت قرار گرفت و طبق دست
Cayman chemicals   .در نمونـه غلظـت انجـام شـد

پـروتئین  میـزان حسـب بـر نـانومترو  450موجطول
.شدیريگاندازهنمونه

هادادهتحلیلوتجزیه
هـا در روش  گـروه بـین موجـود تفاوتمقایسهجهت

Real Time-PCRکواریــانستحلیــلآزمــوناز
(ANCOVA)و در روشELISAتحلیلآزموناز

اسـتفاده شـد. جهـت   یکطرفـه  (ANOVA)واریانس
استفادهSPSS-21افزارنرمازهادادهتحلیلوتجزیه

انحراف معیار نمایش ±ها به صورت میانگین شد. داده
دار در بـه عنـوان اخـتلاف معنـی    p>05/0داده شد و 

نظر گرفته شد.

یافته ها
ــت    ــزان فعالی ــر می ــمی ب ــر هیپرگلیس در NF-κBاث

HUVECهاي سلول

-miRبر بیـان  NF-κBهدف از این طرح بررسی اثر 

146aــی در شــرایط  در ســلول ــدوتلیال عروق هــاي ان
ــه     ــه ب ــا توج ــود. ب ــمی ب ــه  هیپرگلیس ــرض ک ــن ف ای

ــت     ــزایش فعالی ــه اف ــر ب ــمی منج NF-κBهیپرگلیس

، NF-κBگردد، در این طرح جهت افزایش فعالیت می
ــمی  ــتاز هیپرگلیس ــل از   اس ــایج حاص ــد. نت فاده گردی

، NF-κB(زیر واحد کاتالیتیـک  P65گیري میزان اندازه
گرفتـه  در نظـر  NF-κBکه به عنوان شاخص فعالیـت  

نشـان داده شـده   2شود) به روش الایزا در شـکل  می
-NFدهد که میـزان فعالیـت   است. این شکل نشان می

κB ل هیپرگلیسـمی نسـبت بـه گـروه کنتـر     در گروه
). عـلاوه بـر   p>05/0داري داشته است (افزایش معنی

دراسـمولی گـروه درNF-κBمیـزان فعالیـت  ایـن، 
نداشته اسـت.  داريمعنیتغییرکنترلگروهبامقایسه

هیپراسمولاریته قـادر بـه  کهدهدمینشانیافتهاین
بوده و افزایش فعالیت ایـن  نNF-κBفعالیتافزایش
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فـاکتور نســخه بـرداري ناشــی از هیپرگلیسـمی بــوده    
است.

انحراف معیار  ذکر شده است. * بیانگر اختلاف ±ها به صورت میانگین . دادهNF-κB. اثر هیپرگلیسمی و هیپراسمولاریته بر میزان فعالیت 2شکل 
اشد.ب) میp>05/0دار در مقایسه با گروه کنترل (معنی

هـاي  در سـلول miR-146aبـر بیـان ژن   NF-κBاثـر  
HUVECطی وضعیت هیپرگلیسمی

در NF-κBدر این مطالعه جهت بررسی چگـونگی اثـر   
ــلول ــاي س ــان  HUVECه ــزان بی در miR-146a، می

شرایط هیپرگلیسمی در شرایط حضور و عـدم حضـور   
JSH-23 به روشReal time PCRگیري شد. اندازه

نشان داده شده است. این 3رسی در شکل نتایج این بر
ساعته منجـر  24دهد که هیپرگلیسمی شکل نشان می

HUVECهـاي  در سـلول miR-146aبه افزایش بیان 

). p>05/0در مقایسه با گروه کنترل گردیـده اسـت (  
نـیم سـاعت قبـل از ایجـاد     JSH-23که تیمار در حالی

ن هیپرگلیسمی، باعث کاهش چشمگیري در میـزان بیـا  
miR-146aهـــاي کنتـــرل و در مقایســـه بـــا گـــروه

). بــا توجــه بــه اینکــه p>05/0هیپرگلیســمی گردیــد (
JSH-23   از انتقال زیر واحـد کاتالیتیـکNF-κB  یعنـی

P65ها بـه  کند، این یافتهبه درون هسته جلوگیري می
سـاعته از  24دهند کـه هیپرگلیسـمی   وضوح نشان می

به افـزایش بیـان   منجر NF-κBطریق افزایش فعالیت 
miR-146aهاي انـدوتلیال عروقـی گردیـد.    در سلول

-miRمیزان بیـان  ،NF-κBکه با مهار فعالیت در حالی

146a.کاهش یافت

ها به صورت در شرایط هیپرگلیسمی. دادهHUVECهاي در سلولJSH-23در شرایط حضور و عدم حضور miR-146aبر بیان ژن NF-κB. اثر 3شکل 
دار در مقایسه با گروه بیانگر اختلاف معنی#) و p>05/0دار در مقایسه با گروه کنترل (انحراف معیار  ذکر شده است. * بیانگر اختلاف معنی±ن میانگی

باشد.) میp>05/0هیپرگلیسمی (
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NF-κBمربوط به mRNAبر بیان JSH-23اثر 

اند که هیپرگلیسمی عـلاوه مطالعات گذشته نشان داده
mRNAمنجر به افـزایش  NF-κBبر افزایش فعالیت 

گردد. بـه همـین دلیـل در    نیز میNF-κBمربوط به 
NF-κBمربـوط بـه   mRNAاین مطالعه میزان بیـان  

در شـرایط هیپرگلیسـمی در   HUVECهاي در سلول
Realبه روش JSH-23شرایط حضور و عدم حضور 

time PCR4گیـري شـد و نتـایج آن در شـکل     اندازه
دهـد کـه   نشان داده شده است. این شـکل نشـان مـی   

برابـري  5/2ساعته منجر به افزایش 24هیپرگلیسمی 
mRNA مربوط بهNF-κBهـاي  در سلولHUVEC

). p>05/0در مقایسه با گروه کنترل گردیـده اسـت (  

JSH-23دهـد کـه تیمـار    همچنین این شکل نشان می

اسـت  نیم ساعت قبل از القاي هیپرگلیسمی باعث شده
مربـوط بـه   mRNAساعت میزان بیان 24که پس از 

κB-NF 15را در مقایسه با گروه هیپرگلیسمی، حدود
دهد که احتمـالاً  برابر افزایش دهد. این یافته نشان می

پـس از ورود بـه هسـته    NF-κBزیر واحدهاي فعـال  
mRNANF-κBمنجــر بــه تنظــیم کاهشــی بیــان     

ود ایـن زیـر   گـردد. بـه همـین دلیـل بـا مهـار ور      می
mRNAواحدهاي کاتالیتیک بـه درون هسـته، میـزان    

یابد.افزایش میNF-κBمربوط به 

در شرایط هیپرگلیسمی.HUVECهاي در سلولJSH-23در شرایط حضور و عدم حضور NF-κB. میزان بیان ژن 4شکل 
دار در بیانگر اختلاف معنی#و ) p>05/0(دار در مقایسه با گروه کنترل معنیانحراف معیار  ذکر شده است. * بیانگر اختلاف ±ها به صورت میانگین داده

باشد.می)p>05/0(مقایسه با گروه هیپرگلیسمی 

بحث
در اختلالات عروقـی  NF-κBبا توجه به نقش محوري 

ناشی از دیابت، هدف از انجام این طـرح بررسـی اثـر    
κB-NF  ــان ــزان بی ــر می ــرایط  146a-miRب ــی ش ط

ــمی ه ــاعته 24یپرگلیس ــلولس ــدوتلیال  در س ــاي ان ه
تحریک عروقی بند ناف انسان بود. بدین منظور جهت

ــت  ــلول،κB-NFفعالی ــاي س ــرض HUVECه در مع
هیپرگلیسمی قرار داده شـدند و سـپس میـزان بیـان     

146a-miR   23در حضـــور و عـــدم حضـــور-JSH

گیري گردید.اندازه

ــر   ــه حاض ــمی در مطالع ــاعته 24هیپرگلیس ــث س باع
در κB-NFافــزایش میــزان بیــان ژنــی و فعالیــت     

گردیـد. از طرفـی دیگـر میـزان     HUVECهاي سلول
ــان  ــمی در  146a-miRبیـ ــرایط هیپرگلیسـ ــی شـ طـ
افـزایش یافـت. بـه عـلاوه مهـار      HUVECهاي سلول
فعال به هسته توانست موجـب کـاهش   κB-NFانتقال 

ــان  ــمی در  146a-miRبیــ ــرایط هیپرگلیســ در شــ
شود.HUVECهاي سلول

اند که طـی شـرایط هیپرگلیسـمی    مطالعات نشان داده
حاد و مزمن تغییراتی در متابولیسم سـلول بـه وجـود    
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اء اخـتلالات عروقـی باشـند    تواند منش ـآیند که میمی
ــطه]28[ ــون  . واس ــایی همچ AGEsو ROS ،PKCه

منجـر بـه   شوند کهثیر هیپرگلیسمی تولید میأتحت ت
κB-NFشـوند. فعـال سـازي    مـی κB-NFفعال شدن 

برنـده التهـاب   هـاي پـیش  نسخه برداري از سـیتوکین 
ا آغــاز کــرده و رIL-6و IL-1βو TNFαهمچــون 

موجب ایجاد انسداد عروقی، کـاهش موضـعی جریـان    
خون و اکسیژن بافتی و در نهایت باعث القاي آپوپتـوز  

شود. به علاوه مجموعـه ایـن عوامـل سـبب بـروز      می
عوارض دیابتی از قبیل رتینوپاتی، نفروپاتی، نوروپاتی و 

. از طرف دیگر از بین ]29[گردند اختلالات عروقی می
توانـد  در اندوتلیوم مـی NOرفتن نقش تعدیل کننده 

یک عامل کلیدي و آغازگر در پیشرفت علایم عروقـی  
ــد   ــمی باش ــان ]28[ناشــی از هیپرگلیس ــات نش . مطالع

ثیـر هیپرگلیسـمی   أتحـت ت ROSاند که افـزایش  داده
) و eNOS(1نیتریـک اکسـاید انـدوتلیالی   موجب مهـار 

. هیپرگلیســمی ]30[شــده اســت NOکــاهش میــزان 
همچنین موجب کاهش وازودیلاسیون اولیـه در پاسـخ   
به التهاب حاد بـوده و سـبب کـاهش موضـعی جریـان      
خون و اکسیژن بافتی شـده و در نهایـت باعـث القـاي     

ــی  ــوز م ــن هی  آپوپت ــر ای ــلاوه ب ــود. ع ــمی ش پرگلیس
نفوذپذیري اندوتلیوم و ادم بافتی را افزایش داده کـه  

.]28[ها باشد تواند موجب اختلال عملکرد انداممی
اي نشــان داد کــه قــرار در ایــن ارتبــاط نتــایج مطالعــه

در معرض غلظـت بـالاي   HUVECهاي گرفتن سلول
ساعت منجـر بـه افـزایش    72و 48گلوکز براي مدت 

ICAM1میزان بیان و پروتئین اتصال دهنـده سـلولی   

رابطه ROSو تولید NF-κBشد که با افزایش فعالیت 
. همچنــین گروهــی از محققــین ]31[مســتقیم داشــت 

نشان دادنـد کـه هیپرگلیسـمی حـاد موجـب افـزایش       
هـاي  در سـلول NF-κBاسترس اکسـیداتیو و فعالیـت   

ها نشان داد کـه  اندوتلیال عروقی شده است. نتایج آن
(گیاهی Clinopodium chinenesبا استفاده از عصاره 

1 Endothelial Nitric Oxide Synthase

ــان ــره نعناعی ــی2از تی ــیداتیو و  ) م ــترس اکس ــوان اس ت
را مهار کرد NF-κBآپوپتوز ناشی از مسیر سیگنالینگ 

. در مطالعه دیگري کـه توسـط گـروه دیگـري از     ]10[
محققین انجام شد نشان دادند که هایپرگلاسـمی حـاد   

3هــاي انــدوتلیال آئــورت گــاوســاعته) در ســلول36(

(BAECs) موجب افزایش فعالیتNF-κB  32[شـد[ .
نتایج مطالعه حاضر نیـز افـزایش بیـان ژنـی و فعالیـت      

NF-κBدهند که با مطالعات قبلی همسـو  را نشان می
باشد. می

ــه   ــت ک ــاکی از آن اس ــات ح ــایج مطالع ــایی miRنت ه
ــون  -miR-146a ،miR-155 ،miR-10a ،miRهمچــ

92a ،miR-181b  ــال ــی از فع ــی ناش ــاب عروق در الته
هاي در سال. اگرچه ]33[لت دارند دخاNF-κBشدن 

مهـم  miRNAبه عنوان یک 146a-miRاخیر توجه به 
تنظیم کننده طی فرایند التهاب افزایش یافته است ولی 

هاي بافتی ناشـی  ز التهابدر زمینه نقش آن در پاتوژن
از دیابت و به ویژه هیپرگلیسمی مطالعـات معـدودي   

تـاکنون مطالعـات انجـام شـده در     انجام شـده اسـت.  
هــاي مختلــف از بیمــاران دیــابتی و هــا و ســلولبافــت

حیوانات آزمایشگاهی گواه نتایج متفاوتی از میزان بیان 
146a-miR در اثر القايκB-NFانـد. بـه عنـوان    بوده

هاي ، عصب سیاتیک رت]6[مثال؛ مطالعه بر روي کلیه 
، سـرم افـراد   ]34[، کلیـه بیمـاران دیـابتی    ]21[دیابتی 

هاي اپیتلیال و سلول]35[هیپرگلیسمی و هایپرلیپیدمی 
146a-miRافزایش در بیـان  ]36[قرنیه افراد دیابتی 

اند. نتایج مطالعه حاضـر نیـز نشـان داد کـه     نشان داده
ــان   ــزان بی ــلول146a-miRمی ــدوتلیال  در س ــاي ان ه

ــلول  ــمی در س ــرایط هیپرگلیس ــی ش ــی ط ــاي عروق ه
اندوتلیال عروقی بند ناف انسان افزایش یافته است.

مینه نتایج از طرف دیگر برخی مطالعات دیگر در این ز
که مطالعات انجام اند؛ بطوريمتناقضی گزارش نموده

، ]25[، شبکیه، قلب، کلیه ]37[هیپوکامپ شده بر روي 
ــورت  ــانگلیون]38[آئ ــتی  ، گ ــه پش ــاي ریش (DRG)ه

2 Lamiaceae
3 Bovine Aortic Endothelial Cell
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ــابتی  رت ــاي دیـ ــلول]39[هـ ــدوتلیال  ، سـ ــاي انـ هـ
ــان  ــب انسـ ــکولار قلـ و ]40[(HCMEC)میکرووسـ

(PBMC)اي خــون محیطــی هــاي تــک هســتهســلول

کـاهش  146a-miRمیـزان بیـان   ]41[بیماران دیابتی 
کـه  یافته است. طبق مطالعات گذشته ثابت شده است 

ــا ــط   146a-miRن بی ــده توس ــا ش و LPS ،1β-ILالق
α-TNF  ــه ــته ب ــت κB-NF، وابس ــع ]42[اس . در واق

بـر روي پرومـوتر   κB-NFچندین جایگاه اتصال براي 
ارد که موجب کنترل بیان ژنی وجود د146a-miRژن 

146a-miR توســطκB-NFوجــود ]22[گــردد مــی .
انـداز ایـن ژن   در راهκB-NFجهش در ناحیـه اتصـال   
κB-NFاز طریـق  146a-miRسبب توقـف بیـان ژن   

انـد کـه   تحقیقـات قبلـی ثابـت کـرده    نتـایج  شـود. می
به عنوان IRAK1و TRAF6اي سیتوپلاسمی فاکتوره

miR-انـد و  شـناخته شـده  146a-miRي هدف هاژن

146a3توانــد از طریــق اتصــال بــه ناحیــه مــی’UTR

mRNAها را بـه صـورت پـس از    ها بیان ژنی آنآن
مهـار  ها)آنmRNAمهار ترجمه یا تجزیه (رونویسی

اعث کند . ایجاد جهش در توالی ژنوم این دو مولکول ب
شـود  مـی 146a-miRاز بین رفتن این عملکرد توسط 

وجود نقصی ،هاي مطالعات قبلی. با توجه به یافته]22[
منفـی  تواند حلقه فیـدبک میIRAK1و TRAF6در 
κB-NF-146a-miRو مـوقعیتی بـراي   تضعیف کند

ایجاد کند و شرایط جدیدي κB-NFفعال شدن پایدار 
را براي سلولها در برابر اختلالات ناشی از هیپرگلیسمی 

.]43[فراهم کند 
رونویسی از κB-NFاعتقاد بر این است که فعال شدن 

دهد که بـه نوبـه خـود    را افزایش می146a-miRژن 
شـود.  مـی IRAK1و TRAF6موجب تنظیم کاهشـی  

در نتیجه این عوامل منجر به تنظـیم کاهشـی فعالیـت    
κB-NFانـد کـه   . گزارشات نشان داده]22[شوند می

نقـش حـائز   κB-NF-146a-miRحلقه فیدبک منفـی  
اهمیتی در مکانیسم التهاب بر عهـده دارد و اخـتلال در   

و ایجاد κB-NFاین حلقه فیدبکی، باعث تداوم فعالیت 
هـاي خـود ایمنـی،    هاي مختلف از جمله بیماريبیماري

. ]21[د شـو ها و بروز عوارض دیابت میانواع سرطان
اي نشـان دادنـد   در این ارتباط نتایج حاصـل از مطالعـه  

کننده انسولین در معـرض  هاي ترشحزمانی که سلول
146a-miRها قرار داده شدند میـزان بیـان   سیتوکین

کـه بـا ایجـاد جهـش در     افزایش داشته است. در حـالی 
، 146a-miRدر پروموتر ژن κB-NFهاي اتصال محل

دهـد کـه   این اثر از بین رفته است. این یافته نشان می
شـود  کنترل مـی κB-NFتوسط 146a-miRبیان ژنی 

مطابقت مطالعه حاضرهاي . این گزارشات با یافته]44[
در شـرایط  146a-miRکه میـزان بیـان   دارند بطوري
ساعته افزایش پیـدا کـرده اسـت در    24هیپرگلیسمی 

از طریـق مهـار فعالیـت    JSH-23که با استفاده از حالی
κB-NF    ري کـاهش  میزان بیـان آن بـه طـور چشـمگی

کننـده  تواننـد تایید رآورد این نتایج مـی داشته است. ب
κB-NFاز طریـق  146a-miRاین مطلب باشـند کـه   

شود. کنترل می

گیرينتیجه
نتـایج مطالعـه حاضـر بـراي اولـین بـار نشـان داد کــه        

ــاد ( ــمی ح ــزایش  24هایپرگلایس ــق اف ــاعته) از طری س
در miR-146aمنجر به افزایش بیـان  NF-κBفعالیت 

گـردد. اگرچـه هنـوز    هاي اندوتلیال عروقی مـی سلول
ــمی در   ــش هایپرگلایسـ ــر و  نقـ ــولانی تـ ــان طـ زمـ

هایپرگلایسمی مزمن در ایـن زمینـه مشـخص نیسـت     
هاي انـدوتلیال عروقـی در   ولی با توجه به نقش سلول

عروقی ناشی از هایپرگلایسمی، نتـایج مطالعـه   عوارض 
جهـت بررسـی   توانـد دریچـه جدیـدي در    حاضر مـی 

ــر در مکانیســم ــاتوژنز عــوارض هــاي احتمــالی درگی پ
هـایی نظیـر دیابـت    عروقی هایپرگلایسمی در بیماري

کند.يباز
تحقیقهاي محدودیت

ــه     ــی ب ــدم دسترس ــق ع ــن تحقی ــم ای ــدودیت مه مح
هاي اندوتلیال عروقی افراد دیابتی بود. با توجـه  سلول

ا در هبه متفاوت بودن شرایط رشد و پاسخدهی سلول
ــیط  ــالاin vivoًو in vitroمحـ ــتفاده از، احتمـ اسـ



NF-κB17ی کرجان و همکاران الناز سلمان...فعال شده با هایپرگلایسمی

نتـایج قابـل   هاي اندوتلیال عروقی افـراد دیـابتی  سلول
استنادتري ارائه بدهد.
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