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در برابر آسیب یا بیماری به عنوان    سیستم ایمنی بدن التهاب، پاسخ طبیعی

های آسیب دیده،  ایمنی بدن سلولیک مکانیسم دفاعی، در بدن است. سیستم  

کند که این  ها را شناسایی کرده و روند بهبودی را آغاز می ها و پاتوژن محرک

التهاب   اوقات  گاهی  شود.  بدن  در  التهاب  بروز  باعث  است  ممکن  روند 

های ایمنی بیش از حد معمول، باعث بروز عوارض و  طولانی مدت و پاسخ

عصاره در این پژوهش    .شودهای مزمن میهای بیشتر و بروز  بیماری آسیب

Brassica oleracea  با روش  و وجود سولفورافان     استخراج GC-

MS  و MTT  ان  سمیت عصاره استخراج شده بر لاینزیشد. م  تأییددر آن-

در مسیر    مؤثر  NF-KB  و  STAT3های  بیان ژن  ای سلولی، رد شد، بره

-βو    GAPDHژن   از دو التهاب سیستم ایمنی مورد بررسی قرار گرفت.  

actin    1321 عصبی  سلولی   های کنترل داخلی، در لاینبه عنوان ژنN1  

سلولی   لاین  سلول   HFFو  شد.  استفاده  نرمال  سلول  عنوان  دو  به  با  ها 

ایمنی نیز  و تغییرات سیستم    ندگرم از عصاره به مدت سه روز تیمار شدمیلی 

نتایج نشان داد که سولفورافان باعث   ها، مورد بررسی قرار گرفت.در بیان ژن 

بیان مهم  و  شد  STAT3و    NF-KB  یهاژن  کاهش  از  ژن  دو  ترین هر 

نتایج بدست آمدههای التهاب میواسطه   ، در این پژوهش   باشند. بر اساس 

تواند در کاهش علل ایجاد مشکلات ه سولفورافان میمؤثراستفاده از ماده  

 باشد. مؤثربیماران دارای التهاب سیستم ایمنی 

 

کلیدیواژه ایمنی،  :های  سیستم   Brassica  سولفورافان،  التهاب 

oleracea، NF-KB ،STAT3 . 

 

Inflammation is a natural response of the body’s immune 

system to disease, protecting the body in the form of a 

defensive mechanism. The immune system identifies the 

damaged body cells, stimuli, and pathogens to trigger the 

healing process – a mechanism that can engage the body 

with inflammation. In some cases, too long 

inflammation and excessive immune responses led to 

side effects and damages that dominate their benefits, 

leading to chronic inflammation and then engagement 

with different diseases. In the present research, effect of 

the broccoli sprouts extract on the expression of the NF-

κB and STAT3 genes affecting the inflammatory 

response pathway of immune system was investigated. 

Results of gas chromatography – mass spectroscopy 

(GC-MS) and MTT assay confirmed the presence of the 

sulforaphane in the extract while rejecting their toxicity 

to cell lines. Moreover, the GAPDH and β-actin genes 

were used as internal control genes in the 1321N1 neural 

cell line, with the HFF cell line used as normal cell. The 

cells were treated with 2 mg of the extract for 3 days, 

during which time the changes in the immune system in 

terms of the genes expressions were monitored. The 

results showed that the sulforaphane attenuate the 

expressions of the NF-κB and STAT3 genes as two of 

the most important inflammatory mediating genes. It 

seems that the use of sulforaphane as active ingredient 

can effectively attenuate the cause of the disorders faced 

by the patients with immune system inflammation. 

 
Keywords: Brassica oleracea،, immune system 

inflammation, NF-κB, STAT3, sulforaphane. 
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 مقدمه
التهاب در بدن انسان یک واکنش ایمنی فیزیولوژیکی  

  ها و بیماری   ها بیآسها،  ضروری در مقابل انواع عفونت
شک عدم کارکرد درست این سیستم اثرات  ست. بی ا

بی  انواع  مانند  نبود  زیادی  ایمنی،  سیستم  در  نظمی 
فعال  خارجی،  عوامل  برابر  در  مناسب  سازی  پاسخ 

بیمار  در  مزمن  ایمنی  و  یسیستم  خودایمنی  های 
پیش   از طریق مسیرهای سیگنالیگ  تغییرات اساسی 

می  بوجود  موجودات  بدن  در  در  التهابی  التهاب  آورد. 
های متفاوتی مانند افزایش عروق،  از روش   انسان   بدن 

سلول  سیگنالینگ  جذب  طریق  از  اضافی  ایمنی  های 
فاگوسیتوز  شروع  همچنین  و  التهابی  ایجاد    پیش 

از عوامل بیماری موارد می   همه این   .شود می زا  توانند 
های شروع التهاب و پاسخ ایمنی بدن  باشند. از واسطه 

و همچنین    NF-KBتوان به عوامل رونویسی مانند،  می
STAT3 ها،  ها وکموکاین ، پپتیدها، برخی از سایتوکاین

تورهای  و برخی از فاک  COX-2،  iNOSهایی مثل  آنزیم 
 Newcombe)  پلاکت نام بردکننده  انعقادی مثل فعال 

2018., et al)  . 
به عنوان    198۶در سال    Bκ-NF1فاکتور رونویسی  

هسته  کننده  عامل  تقویت  منطقه  به  که  ای کشف شد 
سلول    κBزنجیره  در  مرتبط     Bهای ایمونوگلوبولین 

شدن  فعال اثر  در    (. Kumar et al., 2004)   شود می 
و    αBκI2  مهارکننده   ، Bκ-NF پروتئین  فسفوریلاسیون 

می  از    )سولفورافان(   SFN  شود. تخریب  مانع 
  NF-κBسازی شود. عدم فعال می   IκBαفسفوریلاسیون 

شود  می     COX4-2  و   iNOS3  ی ها باعث کاهش بیان ژن 
 (Song et al., 2009 نیتریک اکسید سنتتاز .) iNOS   یک(

و   ماکروفاژ(  التهاب  در  کلیدی  سیکلو     COX-2آنزیم 
هایی  )آنزیم مسئول التهاب و درد( هر دو آنزیم   ۲اکسیژن  

که بیش از حد بیان شوند، باعث آسیب  هستند که زمانی 

 
1. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B   

2. Nuclear factor of kappa light polypeptide gene 

enhancer in B-cells inhibitor, alpha  

3. Inducible nitric oxide synthase 

4. Cyclooxygenase-2 

 , Coussens et al., 2002; Nathan)   شوند به بافت می 

2002; Balkwill et al., 2005 .) 

  ی یا س ی رونو   کننده فعال   و  ام ی پ   ترارساننده   سه  ن ی پروتئ 

5STAT3   عضو خانواده پروتئین STAT   است. در پاسخ به
رشد، سیتوکین  فاکتورهای  و    JAKبوسیله     STAT3ها 

می  فسفورید  گیرنده  با  به مرتبط   یا   ۶همو  صورت شود، 

می   7هترودایمر  منتقل  سلولی  هسته  به  و  شود،  تشکیل 
به  که  فعال جایی  عمل  کننده عنوان  رونویسی  های 

ژن    STAT3کنند. می  از  یکی  در  بیان  را  مختلف  های 
کند و در نتیجه  های سلولی متمرکز می واکنش به محرک 

مانند رشد    ، نقش کلیدی در بسیاری از فرآیندهای سلولی 
 (. Kane et al., 2014سلولی و آپوپتوز دارد ) 

سال از ورود داروهای شیمیایی    1۵0بعد از گذشت  
زیاد،   جانبی  عوارض  ایجاد  و  درمان  چرخه  ر  د به 

اخیرسال گیاهان    ، های  به مصرف  مردم جهان  توجه 
یکی از گیاهانی که  است.    افته ی  ش یافزا دارویی بسیار

سال  و  در  محققان  توجه  مورد  بسیار  اخیر  های 
قرار   ایمنی  سیستم  اختلالات  حوزه  در  دانشمندان 

( بروکلی  کلم  است،  (  Brassica oleraceaگرفته 
(. عصاره کلم بروکلی به  Singh et al., 2014)  است

بود دارا  مواد  ن  علت  بهترین  از  یکی  که  سولفورافان 
بهبود به  کننده  سیستم  بیماری   کمک  التهابی  های 

مورد توجه قرارگرفته است. سولفورافان    انسان،  ایمنی
بیماری  از  بسیاری  درمان  کیفیت  بهبود  مانند  در  ها 

بیماری  دیابت،  آرتریت  های سرطان،  و    کلیوی 
(.  Palak et al., 2016)  است  مؤثر   د یروماتوئ

کلم   در  موجود  مواد  مفیدترین  از  یکی  سولفورافان 
در    8ست که به علت فعالیت آنزیم میروسیناز بروکلی ا

(.   2016et alPalak ,.)  شود ایجاد می   9گلوکوراپامین 
طبیعی است    10( یک ایزوتیوسیانات SFNسولفورافان )

یافت شد   بروکلی  کلم  در عصاره  بار  اولین  برای  که 

5. Signal transducer and activator of transcription 3 

6. Homodimers 

7. Heterodimers 

8. Myrosinase 

9. Glucoraphanin 

10. Isothiocyanate 



 99 ...  بر Brassica oleracea  اهیسولفورافان حاصل از عصاره گ  ریتأث یبررسشجاعی و سرآبادانی تفرش:  

 

(Zhang et al., 1994; Zhang et al., 1992; 

Higdon et al., 2007.)    گرفتن خواص نظر  در  با 
بیماری  بهبود  بر  تحقیق  سولفورافان  در  التهابی،  های 

و   NF-KBمیزان بیان دو ژن این ماده بر  تأثیرحاضر 
STAT3 م ایمنی و التهاب  های مهم در سیست، از ژن

 مورد بررسی قرار گرفت.

 

 ها مواد و روش 
براسیکا   گونه  بروکلی  کلم  گیاه  سنتارو  هیبرید  بذرهای 

ابتدا بذرها با  ژاپن تهیه شد.  1سیا از شرکت تاکیسید اولار 
محلول   در  و  شد  شسته  مقطر  لیتر    ۵آب  در  گرم 

  ی سطح   ی ضدعفون دقیقه    1۵سدیم به مدت  هیپوکلریت 
خنثی مجددا با آب    pH. سپس بذرها تا رسیدن به  شد 

با آب آشامیدنی    ۲4شسته و به مدت   مقطر    در ساعت 
  ادامه   ی برا خیس شد. بذرهای  گراد  ی سانت درجه    30دمای  
ساعت تاریکی در    8ساعت نور و    1۶شرایط    در زنی  جوانه 

داری  گراد به مدت یک هفته نگه ی درجه سانت   ۲۵دمای  
شد. در طول این مدت رطوبت بذرها حفظ شد. در روز  

در فریزر با  ادامه پژوهش    ی برا جوانه زده    ی هفتم بذرها 
ساعت قرار    ۲4گراد به مدت  ی درجه سانت   ۲0دمای منفی  
شد   سپس  Fahey et al., 1997) داده    ی برا (. 

کرج    ، پژوهشکده مواد و انرژی   ها به نمونه گیری  عصاره 
ا   . افت ی انتقال   مرحله ی در  کلم  جوانه   ن  روزه  هفت  های 

دستگاه   به  مستقیماً  و خشک  بروکلی  منتقل  فریزدرایر 
  30گرم از جوانه بروکلی فریزدرای شده با    ۲شدند. میزان  

دقیقه به روی شیکر    190میلی لیتر آب مقطر به مدت  
قرارگرفت تا هیدرولیز سولفورافان انجام شود. بعد از این  

بود، با   ۶تا    ۵محلول اندازگیری شد که حدود     pH، زمان 
افت تا از  ی کاهش    ۲به حدود     pHکمک اسید کلریدریک 

 تخریب سولفورافان جلوگیری شود. 
 GC-MS   آزمون

 Mass 5973و    GC 6890N Agilentدستگاه  

Agilent  با ستونRTX-5 Sil MS     معادلHP-5 MS  

 
1. Takii Seed 
2. Dimethylsulfoxide   

تزریق شد.    ۲۵/0mو ضخامت     mm 0/ ۲۵قطر  به  
دقیقه    ۲گراد و به مدت  درجه سانتی   40دمای اولیه اون  

با سرعت  در این دما   درجه بر دقیقه    10ماند. سپس 
  گراد رسید و در این دما ی درجه سانت  ۲70دمای اون به  

قرار  10مدت  به تزریق   دقیقه  شرایط   MS  گرفت، 

50→550  ،inlet:250    سانتی و  درجه    Solv: 3گراد 
سانتی  و  درجه  تزریق    Split: 50گراد  حجم    1و 
بود  قیف   (. et alTsoi ,.1998)  ماکرولیتر  به  عصاره 

و   منتقل  دی میلی   90دکانتور  دو  لیتر  در  کلرومتان 
لیتر برای جداسازی فاز آلی و آبی  میلی   30و    ۶0مرحله  

اضافه قیف  آن   به  به  آلی  فاز  جداسازی  از  بعد  شد. 
سپس   و  اضافه شد  منیزیم  سولفات  کاغذ  مقداری  با 

کمک روتاری حلال حذف  نمونه صاف و به   4۲واتمن 
 لیتر استونیتریل به آن اضافه شد. میلی  ۲و سپس  

 
 MTT آزمون

توسط  سلولی  از  حلال  یک  غشای  جمله    مناسب 
و فورمازون    سولفواکساید تخریب متیل ایزوپروپانول یا دی 

الایزا  دستگاه  توسط  سپس  شد،  جذب    ر رید حل  میزان 
موج   طول  در  فورمازون  شد   ۵78نوری    خوانده 

(Sammani et al., 2014هد .)  آزمون ف از انجام این  
جمله    تیمارهای مورد استفاده از   تأثیر در آزمایش بررسی  

مارین بر روی  ورد و سیلی رنگ نیل  متیل سولفواکسید، دی 
مراحل   کلیه   . سلولی مورد نظر در این مطالعه است لاین  

انجام شد  زیر هود لامینار  با دمای    کار  انکوباتور    37و 
  ۵به میزان    2CO،  درصد   90، رطوبت  گراد ی سانت   درجه 
ها داخل  محیط منظور شد. سلول    pHبرای تنظیم   درصد 

محیط کشت   با  محیط    درصد   10فلاسک  این  در  که 
و برای   DMSO2  ها از کشت برای فراهم کردن ویتامین 

پروتین  از اضافه کردن    به   استفاده شد.   FBS  های لازم 
سلول    ار هز   ۲0تا    10منظور انجام این تست، ابتدا تعداد  

(HFF    1321  وN)    در هر    آزمون با توجه به بازه زمانی
ساعت انکوبه    8خانه ریخته شد، بعد از   9۶چاهک از پلیت  
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سلولی،    انکوباتور  داخل  محتو   رویی   ه ی لا کشت    ی که 
  درصد   خارج و محیط کشت جدید حاوی  بود،  ها  سلول 

)در بازه    های مختلف از عصاره کلم بروکلی سرم و غلظت 
های مربوطه  رم( به چاهک گ میلی   3گرم تا  میلی   0/ ۲۵بین  

مدت    شد اضافه   به  داخل    7۲و    48،  ۲4و  در  ساعت 
  آزمون مذکور های زمانی  انکوباتور قرار داده شد. بعد از بازه 

ها حذف شده و  ساعت محیط رویی سلول  7۲و  48، ۲4
)سیگما    MTTماکرولیتر محلول    100به داخل هر چاهک  

غلظت   با  شده  آماده  بر میلی   0/ ۵آلمان(  لیتر  میلی   گرم 
ساعت در انکوباتور قرار داده شد،    4اضافه شد و به مدت  

ریخته و به هر یک   ها دور در ادامه محلول رویی چاهک 
افزوده شد. سپس    DMSOمیکرولیتر    1۵0  ها از چاهک 
  73دقیقه داخل انکوباتور شیکردار با دمای    ۲0به مدت  

  قرار داده شد، سپس میزان جذب، توسط   گراد ی سانت   درجه 
نانومتر خوانده شد.    ۵70در طول موج    ر رید الایزا دستگاه  

برای هر رده سلولی به طور جداگانه و با سه    آزمون این  
ها با استفاده  مانی سلول ، میزان زنده بار تکرار انجام گرفت 

شد  محاسبه  زیر  فرمول  ادامه  1  فرمول )   از  در    .)
 محاسبه شد. و  افزار گراف پد ترسیم  با نرم   50IC میزان 

 مانی = درصد زنده 

100× 
 های تیمارشده میزان جذب سلول 

 های کنترل میزان جذب سلول 

با   پژوهش  این   1321N1سلولی    نی لامطالعات 

Cell lineعنوان لاین سلولی عصبی انجام گرفت،    به
انسانی  از    HFFهمچنین   پوستی  فیبروبلاست  سلول 

به عنوان  استخراج شده از بافت پوست در آزمایشگاه،  
سمیت استفاده شد.    آزمونسلول نرمال برای بررسی  

در    های سلولی از انستیتو پاستور ایران تهیه شد. لاین 
  مؤثر   NF-KBو  STAT3های  ژن مطالعه حاضر، بیان  

التهاب سیستم ایمنی مورد بررسی قرار گرفت.    در مسیر
به عنوان ژن کنترل    β-actinو    GAPDHاز دو ژن   

 در لاین سلولی   ،(Gilliland et al., 1990)  داخلی

به عنوان سلول    HFFسلولی    و لاین   13۲1N1عصبی  
 Beacon  افزارآغازگرها توسط نرم   نرمال استفاده شد. 

designer  و  طر شد  توسط  احی   ارافزنرم سپس 
NCBI BLAST  ا آغازگرها  ختصاصی از  بودن 

 (. 1اطمینان حاصل شد )جدول 
 

سلول  پلیت کشت  در  تیمار    شش های  ها  و  خانه 

 ها در دو مرحله  سلول 

شبیه به  داخل  منظور  شرایط  با  آزمایشگاه  محیط  سازی 
زمانی که سیستم ایمنی بیش از حد معمول    انسان،   بدن 

سیستم ایمنی قرار    ء حت القا ها ت در بدن فعال است، سلول 
ژن  بیان  در  ایمنی  سیستم  تغییرات  و  مورد  گرفتند  ها 

ی آزمایش بعد از گذشت  بررسی قرار گرفت. در این مرحله 
ها به پلیت، برای تحریک  ساعت و چسبیدن سلول   ۲4

سلول  تیمار  ایمنی  با  سیستم  برمیلی   7۵ها  لیتر  نانوگرم 
PMA    بر  میلی یک  و انجام  میلی گرم  ایونومایسین  لیتر 

گذشت   از  بعد  سلول   14شد.  روی  محیط  ها  ساعت 
دقیقه    1۵مدت  دور به   ۲000آوری شد و با سانتریفیوژ  جمع 

   سانتریفیوژ شد. 

 
 ها  و بیان ژن   RNAسازی نمونه برای استخراج  آماده 

و تولید     T25های  در فلاسک   13۲7N1بعد از کشت سلول  
ها شمارش شدند.  ، سلول ۲آن در سطح بالا بعد از پاساژ 

سپس برای بررسی بیان ژن و انجام تیمار بر روی سلول  
پلیت  هر    شش های  به  داخل  شدند.  داده  انتقال  خانه 

ساعت    ۲4سلول ریخته شد. بعد از    ۲× ۵10چاهک از پلیت  
پلیت سلول  با غلظت  در یک  گرم از عصاره  میلی دو  ها 

بروکلی در سه تکرار تیمار شد. همچنین یک نمونه  کلم  
)بدون تیمار با عصاره( در نظر گرفته شد.    به عنوان کنترل 

 RNA استخراج طبق پروتکل    ساعت،   7۲گذشت  بعد از  

)با کیت    cDNA)سیناژن( و ساخت    RNAxplus  با کیت 
 توز( انجام شد. پارس 

 

 
 

 
 

 

 
 
 



 101 ...  بر Brassica oleracea  اهیسولفورافان حاصل از عصاره گ  ریتأث یبررسشجاعی و سرآبادانی تفرش:  

 

 توالی آغازگرها .1جدول 
 اندازه محصول )جفت باز(  ( 3´-۵´توالی ) دمای اتصال  نام ژن

F-GAPDH 9/۵8 ACCCACTCCTCCACCTTTG 1۶8 

R-GAPDH 7/۵8 CTCTTGTGCTCTTGCTGGG  

F- β-actin 3/۵3 AAGGCCAACCGCGAGAAGAT 1۵۶ 

R- β-actin 1/۵9 TGATGACCTGGCCGTCAGG  

F- NF-KB ۵۶/۵8 GGCAGCACTACTTCTTGACC 190 

R- NF-KB 8۲/۵8 GCCTGCCAATGAGATGTTGT  

F- STAT3 13/۵8 TCAAGGAGACTGCAAGATCTG 1۵0 

R- STAT3 11/۵9 ACGTACTCCATCGCTGACAA  
GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 
β-actin: Beta-actin 
NF-KB: Nuclear factor kappa B 
STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3 

 
  PCRایجاد شیب دمایی توسط  

معمولی برای ایجاد شیب دمایی بین محدوده    PCRاز  
پرایمر    گرادی سانت  درجه   ۶1تا    ۵8 نوع  به  توجه  با 

 cDNA  طراحی شده، استفاده شد. در این روش ابتدا از 
با   ۲تا    1به مقدار   در    300غلظت    ماکرولیتر  نانوگرم 

با  ماکرولیتر   و   Taq masterماکرولیتر    10برداشته 

mix    ۲/0مخلوط شد. پرایمرهای اختصاصی با غلظت  
µM   حجم در  جداگانه  این    µl  ۵/0های  بصورت  به 

مقطر   آب  با  واکنش  مابقی حجم  شد.  اضافه  ترکیب 
د. تنظیمات دستگاه  ماکرولیتر رسی  ۲0استریل به حجم  

  ۶1،  ۶0،  ۵9،  ۵8ترموسایلکر در هر ردیف در دماهای  
تنظیم شد. با توجه به طول قطعه سنتز شده  گراد  ی سانت

نرم  در  محصول    Oligo7افزار  که  بود،  آمده  بدست 
آگارز   ژل  روی  بوسیله    ۲نهایی  و  شد  برده  درصد 

DNA ladder  100طول    با bp    شده تولید  باند 
  ، شودتری ظاهر  شناسایی شد. در دمایی که  باند پررنگ 

کند و  اتصال برقرار می   cDNAپرایمر بخوبی با رشته  
 استفاده شد.   Real Time آزمون از این دما برای 

 
 Real time-PCRبررسی میزان بیان ژن با روش 

های تیمار شده و تیمار نشده با استفاده  از سلول   RNAکلِ  
ها  و میزان غلظت آن  استخراج شد   RNX-PLUSاز کیت  

 
1.  Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

2. Beta-actin 
3. Housekeeping gene  

  ها و فنول   DNA  ، های پروتئینی و آلودگی   ng/µlحسب  بر 
دستگاه   از  استفاده  قرار    Nanodropبا  بررسی  مورد 

استخراج شده با ژل آگارز     RNAکیفیت همچنین  گرفت.  
)شرکت سیگما( بررسی شد، پس از تائید  یک و نیم درصد  
استخراج شده بوسیله کیت سنتز    RNAکمیت و کیفیت 

cDNA   پارس رونوشت )شرکت  آنزیم  و  بردار  توز( 
ای ساخته شد. برای بررسی  رشته تک   cDNAمعکوس،  

  دو های دخیل در التهاب سیستم ایمنی،  تغییرات بیان ژن 
به شبکه ژنی سیستم     NF-KBو   STAT3ژن   توجه  با 

β-و    1GAPDHهمچنین از دو ژن    شد. ایمنی انتخاب  

2actin   و کنترل داخلی مورد    3هم به عنوان ژن رفرنس
پرایمر مختص این   )شرکت    ژن   4استفاده قرار گرفت. 

اتصالِ  دمای  و  آلمان(  روش    4پیشگام  از  پرایمرها 
TaqMan PCR    تمپلت برای    cDNAبا  شد.  تائید 

)   و کیت   StepOne ABIها از دستگاه  رسی بیان ژن بر 
پارس  در  شرکت  سایبرگرین  رنگ  حاوی  توز( 

ماکرولیتری    ۲۵هشت تایی در حجم واکنش   های استریپ 
پروتوکل،   طبق  شد.   غلظت   در   cDNAاستفاده 

1000nng/reactio-500 جلو به  رو  پرایمرهای  و    ۵، 
  و  مسترمیکس   µM  0/ 4هر کدام در غلظت    ۶معکوس 

Real Time    مقدار مقطر     µl  1۲/ ۵به  آب  اضافه  به 
حجم   برای  شد.    ۲۵استریل  استفاده  واکنش  از  تایی 

4. Annealing temperature  

5. Forward primer 
6. Reverse primer  
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  دقیقه  1۵پروفایل دمایی در دستگاه شامل واسرشت اولیه  
درجه    94ثانیه در    1۵، واسرشت  گراد ی سانت   درجه   9۵در  
درجه    ۶0ثانیه در    30ر  و دمای اتصال پرایم   گراد ی سانت 

  7۲ثانیه در    30گراد برای همه پرایمرها، گسترش  سانتی 
سانتی  در  درجه  محصول    40گراد  شد.  اعمال  سیکل 

سیکل    40پس از پایان    CTنهایی، منحنی ذوب و مقدار  
داده  گرفت.  قرار  بررسی  بیان  مورد  میزان  وسیله  به  ها 

GAPDH    و روشΔΔCt   سازی شدند و بیان ژن نرمال  
شد  محاسبه    Restنرم افزار  ،    ΔΔCt-۲با استفاده از روش  

)., 1999et alWiner ( نرم با  آماری  آنالیزهای  افزار  . 
LinReg PCR    ،پرایمرها کارآیی  آوردن  بدست  برای 

گراف نرم  آنال پدپریسم  افزار  مقا   ANOVAز  ی و  سه  ی و 
توک ن ی انگ ی م  به روش  معنی   در   ی ها    1و    ۵داری  سطح 

 درصد انجام گرفت. 
 

 نتایج و بحث 
 گیری از جوانه فریز درای شده نتایج عصاره 

از    دو پس  شده  درای  فریز  بروکلی  کلم  جوانه  گرم 
و    1گیری به دستگاه تزریق شد. نتایج در شکل  عصاره 
 . ه استشدارائه  ۲جدول 

مولکول  روش  این  )سولفورافان، در  نیتریل    های 
- ۵هیدروکسی  ایزوتیوسیوناتو، ان   - 4  ، ن، بوتن سولفورافا 

میدات( پ  آمد   نتان  شماره    دو .  بدست  ،  4و    3مولکول 
های تخریب شده سولفورافان هستند که در اثر  مولکول 

اند و این تاکیدی  حرارت موجود در دستگاه شکسته شده 
 بر وجود سولفورافان در نمونه مورد آزمایش بود. 

 

 
دقیقه( و ۲4۲/18)در زمان  پیک شارپ ایجاد شده نشان دهنده سولفورافان 4شده  جوانه فریز درای GC-MSنمودار  . 1شکل 

 های مولکول سولفورافان در اثر حرارت دستگاه است. شکست 

 

 )*(. شده سولفورافانخریب سولفورافان و سولفورافان نیتریل و دو مولکول تی شده و وجود جوانه فریزدرا GC-MSآنالیز  .۲جدول 

Qual 
 کیفیت 

 شماره 
CAS 

Ref 
 منبع 

Library/ID 
 کتابخانه جی سی مس 

Area Pct 
 منطقه قله 

RT 
زمان ایجاد  

 قله 

PK 
شماره  

 قله 
72 000290-87-9 1105 1,3,5-Triazine 0.997712 4.00512 1 
95 000106-42-3 5030 p-Xylene 1.39892 5.8283 2 
95 000108-38-3 5055 Benzene, 1,3-dimethyl- 1.17455 6.2398 3 
94 000620-14-4 9315 Benzene, 1-ethyl-3-methyl- 1.86073 7.45717 4 
86 000611-14-3 9314 Benzene, 1-ethyl-2-methyl- 1.58777 7.51432 5 
83 003658-80-8 10826 Dimethyl trisulfide 2.17435 7.63433 6 
78 003386-97-8 6852 1-Butene, 4-isothiocyanato- 13.1286 7.80008 7 
97 000526-73-8 9310 Benzene, 1,2,3-trimethyl-* 3.26553 8.04013 8 
95 000526-73-8 9310 Benzene, 1,2,3-trimethyl- 0.753283 8.5145 9 

12 077171-29-0 165800 .beta.-D-Glucopyranose, 1-thio-,1-[N-hydroxy-5-

(methylthio) pentanimidate]* 13.5846 11.3664 10 

90 061121-66-2 21059 Sulforaphane nitrile* 17.003 15.6415 11 
59 004925-88-6 44103 4-Methyl-2,5-dimethoxybenzaldehyde 2.45421 16.1959 12 
53 004478-93-7 42398 Sulforaphane* 40.6168 18.522 13 
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 MTT  آزمونبررسی نتایج 

بر روی لاین سلولی عصبی  نتایج تست سمیت  سنجی 
13۲1N1    و سلول نرمال استخراج شده از پوست جنین
HFF   داد در    نشان  بروکلی  از عصاره کلم  استفاده  که 
ساعته    7۲الی    ۲4مورد استفاده در بازه زمانی    های غلظت 

معنی زان  ی م  سلول سمیت  روی  بر  ندارد داری    ها 
گرم  میلی   ۲های  که تا غلظت (، به طوری 3  و   ۲  های )شکل 

باشد،  درصد می   90بالای    ریباًها تق درصد زنده مانی سلول 
و    Scott  ۲01۲در سال همسو با نتایج پژوهش حاضر، 

آوری  همکاران نیز در مقاله خود به طور مفصل با جمع 
از   از    1۲00بیش  بی   4مقاله  به  داده  بودن  پایگاه  خطر 

اشاره   بروکلی  کلم   ,.Scott et al  اند کرده مصرف 

توان بر  بر این اساس با اطمینان بیشتری می   . ( (2012
از  به عنوان مکمل غذایی    استفاده  بروکلی  عصاره کلم 

جهت کاهش التهاب سیستم ایمنی، تاکید کرد. همچنین  
و با توجه    آزمون هایی که در این  با توجه به اینکه غلظت 

تست  شرایط  شد استف   in vitroهای  به  هیچکدام  ،  اده 

نتیجه    در   . های نمونه نشد ی از سلول باعث از بین رفتن نیم 
محاسبه شد.    50IC پد نتایج تقریبی مقدار افزار گراف با نرم 

در ادامه پژوهش برای بررسی اثر تیماری عصاره با توجه  
  گرم تقریباً میلی   ۲های  که در غلظت   MTTبه نمودارهای  

زنده  اثر  در  نمودار  درحرکت  جهش  سلول  یک  مانی 
، برای ادامه پژوهش    50ICرهای  گذاشته و همچنین نمودا 

گرم انتخاب شد. بعد از انجام  میلی   ۲و    1/ ۵،  1سه غلظت  
Real Time PCR  آنالیزهای اولیه از جمله زمان بالا ،

تفاوت   Ctآمدن   نمونه،  ،  هر  از  تکرار  سه  بین  های 
های ذوب نتایج اولیه مورد بررسی قرار گرفت، که  منحنی 

دار از همه  های ژن خانه نمونه   Ctنتایج نشان داد میزان  
در بین    34بالاتر از     Ctها زودتر بالا آمد و از طرفی ژن 

تکرارهای مختلف از    Ctنمونه وجود نداشت، همچنین   
معنی  اختلاف  نمونه  بررسی  هر  نداشتند.  هم  با  داری 

منحنی   طریق  از  واکنش  محصولات  بودن  اختصاصی 
ای  به تک قله   ، با توجه   ABIافزار دستگاه    ذوب در نرم 
 باشد. دهنده اختصاصی بودن واکنش می شان بودن نتایج ن 

 

 
ها و محور افقی میزان عصاره مورد محور عمودی درصد زنده بودن سلول با عصاره کلم بروکلی. HFFتیمار لاین سلولی  . ۲ شکل

 تیمارها. استفاده در
 

 
ها و محور افقی میزان عصاره مورد با عصاره کلم بروکلی. محور عمودی درصد زنده بودن سلول 13۲1Nتیمار لاین سلولی  . 3شکل 

 تیمارها. استفاده در
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 NF-κB آنالیز تغییرات بیان ژن

ژن   بیان  تغییرات  آنالیز  های  نمونه   در  NF-κBنتایج 
ها تحت القای  که سلول مورد نظر نشان داد که )زمانی 

ها با عصاره باعث  سیستم ایمنی قرار داشتند تیمار نمونه 
ژن   بیان  که    NF-κBافزایش  شد  زمانی  به  نسبت 

ها تحریک شده بودند ولی تحت  سیستم ایمنی نمونه 
درصد    ۵سطح  در    از لحاظ آماری  تیمار عصاره نبودند و

  ۲ها با  نشان داد. در ادامه تیمار سلول   دارمعنی   اختلاف
گرم عصاره کلم بروکلی به مدت سه روز نشان  میلی 

بیان   به    1/ ۵  قریباًت  NF-κBژن  داد که  نسبت  برابر 
شده تحریک  با    ، نمونه  تیمار  بدون  ایمنی  سیستم 
(.  4  )شکل   کاهش پیدا کرده است   عصاره کلم بروکلی، 

داری را با نمونه  همچنین از لحاظ آماری اختلاف معنی 
ایمنی طی   تحریک شده سیستم  نمونه  و    14کنترل 

نتایج مطالعه پیش رو،    تأیید ساعت نشان داد. در جهت  
Song    شتند  ای بیان دامطالعه در  (  ۲009)و همکاران

یا به عبارتی کاهش    NF-κB  ژن   سازیکه عدم فعال 
 سنتتازاکسید، باعث کاهش بیان نیتریک NF-κBبیان  

(iNOS)    اکسیژن سیکلو  می COX-2)  ۲و    شود ( 
(Song et al., 2009) .    محققان دیگر با تکمیل نظریه

Song    ،حاضر پژوهش  نتایج  با  همسو  همکاران  و 
)یک آنزیم کلیدی    نیتریک اکسید سنتتازافزودند که  

نزیم مسئول  آ)  ۲سیکلو اکسیژن   در التهاب ماکروفاژ( و
 هایی هستند که زمانی کهآنزیم  دو  التهاب و درد( هر

  شوندبیش از حد بیان شوند باعث آسیب به بافت می 
(Coussens et al., 2002; Nathan , 2002; 

Balkwill et al., 2005  مطالعات زیادی مطابق با .)
استفاده از    تأثیرپژوهش،  ن  یانتایج به دست آمده در  

گیاهان دارویی بر کاهش اثرات التهاب سیستم ایمنی  
  ( ۲019)  و همکاران  Mohammadدهند.   را نشان می 

، درخت بومی هند،  مورینگا اولیفرا  dhi‘نشان دادند که  
توجه   قابل  اثرات  دارای  دارویی  گیاه  عنوان  به 

می  نورون  از  طریق  محافظتی  از  نقش  این  و  باشد 
اکسیداتیو   استرس  توجه  قابل  تعدیل  با  بیوشیمیایی 

پیشرفت این  بود.  مشهود  کبالت  از  های  ناشی 

بیوشیمیایی علاوه بر ترمیم ساختار سلولی مغز با تنظیم  
بیا موفقیت ،   HIF-1α   ،EPOاز    mRNA  نآمیز 

CYTO   ،NF-kB    وMAO-A  ودهمراه ب  (Mohamed 

et al.,2019  به دیگری  تحقیق  در  و    تأثیرجهت  (. 
از   ناشی  التهاب  کاهش  در  گیاهی  عصاره  از  استفاده 

ازحدبیان   همکاران     NF-kB  ،Hsuan  ژن  بیش  و 
اتانول  (  ۲01۵) اه  یگبه این نتیجه رسیدند که عصاره 

Glossogyne tenuifolia    ضد  فعالیت دارای های 
و اجزای    GTEالتهابی و آنتی اکسیدانی قوی است،  

ها،  فعال آن در جلوگیری از چسبندگی مونوسیت زیست
و    سازیفعال که به نوبه خود از طریق مسدود کردن  

ودند. عصاره  ب مؤثراست،  NF-kBواسطه انتقال هسته 
Glossogyne tenuifolia    کردن مسدود  طریق  از 

های  مانع بیان مولکول   NF-kB  ژن  مسیر سیگنالینگ
از   ناشی  سلول   TNF-αچسبندگی  اندوتلیال  در  های 
که توسط  شود. التهاب مزمن زمانی ورید ناف انسانی می 

مولکول التهاب  پیش  و  سایتوکاین  اندوتلیال  های 
از دلایل مهم در ایجاد تصلب    ،ها ایجاد شودمونوسیت

درمانی پتانسیل  فعلی  نتایج  است.  در    GTE  شرایین 
می  نشان  را  شرایین   ,.Hsuan et al)  دهدتصلب 

و همکاران    Chiu محققان دیگری همچون  .  (2015
پژوهش نشان دادند  ن  ی ج ای نتااین    تأیید نیز در  (  ۲01۵)

عصاره   طریق    از   Hibiscus sabdariffaبرگ  که 
تنظیم مسیر از     Akt / NF-kB / MMP-9 کاهش 

سلول  پروستاتتهاجم  سرطانی  انسان    های  در 
دهد که مهار  ها نشان می این یافته  . کندجلوگیری می 

ممکن است از   این عصاره، توسط MMP-9 ژن  بیان
عمل   Akt/ NF-kB طریق سرکوب مسیر سیگنالینگ

های  سلول کند، که به نوبه خود منجر به کاهش تهاجم  
همچنین در    (. 2015et alChiu ,.)  شودسرطانی می 
به طور سنتی    Buddleja officinalis  ازشرق آسیا  

تهابی و عصبی استفاده  های الدر درمان حمایتی بیماری 
به می مطالعه  شود.  خلاصه،  از  طور    محققان گروهی 

بر مسیرهای انتقال سیگنال    تأثیر نشان داد که این گیاه با  
سل  سلول داخل  در  میکروگلیایی  ولی  مانند  BV-2های   ،
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  NO   ،iNOSبر سنتز و آزادسازی   NF-kB  فاکتور رونویسی 

پیش  عوامل  جمله و  از    تأثیر   IL-6  و   IL-1β  التهابی 
دهد که مطالعات بیشتر  ها نشان می گذارد. این یافته می 

به یک استراتژی درمانی    Buddleja officinalisدر مورد  
بیماری  درمان  برای  آن  بالقوه  در  که  عصبی  های 

تحریک  التهاب  عصب  میکروگلیاهای  تخریب  به  شده 
می  منجر  کمک  (.  Oh et al.,2013)   شود می کنند، 

نشان داد که عصاره  (  ۲01۶) و همکاران    Fathy  تحقیقات 
Origanum majorana    فعالیت سرکوب  طریق  از 

NF-kB  ، تواند از تکثیر  میHCC   کند. سرطان  جلوگیری
 ( از  HCCهپاتوسلولار  یکی  انواع سرطان    ن ی تر فراوان ( 

میر   و  اصلی مرگ  و علت  دارد  بالایی  است که شیوع 
 ,.Fathy et al)   ناشی از سرطان در سراسر جهان است 

2016 .) 

 
 STAT3  آنالیز نتایج بیان ژن

نشان داد که با تحریک    STAT3آنالیز نتایج بیان ژن  
ها، میزان بیان این ژن تا حدودی  سیستم ایمنی سلول 

می  پیدا  تیمار  ۵)شکل    کندافزایش  ادامه  در   .)
گرم  میلی   ۲های تحریک شده سیستم ایمنی با  سلول 

  STAT3روز نشان داد که بیان ژن    3از عصاره به مدت  

نمونه   ایمنی و  نمونه تحریک شده سیستم  به  نسبت 
که میزان  طوری   به    .داشتداری  کاهش معنی   ،کنترل

(. همچنین  ۶  )شکل  برابر کاهش داشت  ۶بیان حدود  
ژن  مقایس بیان  نمونه   STAT3ه  با  بین  فقط  که  ای 

نمونه   و  بود  گردیده  تیمار  روز  سه  مدت  به  عصاره 
معنی  کاهش  نشا  داریکنترل  آماری  لحاظ  داد از    ن 

(01/0P< ۶ ( )شکل .) 
حاضر، تحقیق  راستای  همکاران     Hahmدر  و 

ثابت کردند که فعال شدن بیش از حد فاکتور   ( ۲010)
بدخیمی   STAT3رونویسی   از  بسیاری  های  عامل 

 Hahm et)  است انسانی، از جمله سرطان پروستات  

al., 2010 محققان در    (.  نیز  همین    تأیید دیگری 
باعث،    STAT3  که افزایش فعالیتموضوع بیان داشتند  
اینترلوکین   نتیجه    ۶افزایش  در  و  مغز  بروز    باعثدر 

 ;Garbett et al., 2008)  شوندمشکلاتی در بدن می 

Parker et al., 2009; Vargas et al., .  2005; 

Smith et al., 2007; Goines et al.,.  2011  .)
درمانی داروهای گیاهی سنتی  مطالعات اخیر پتانسیل  

اند که با نتایج  دیگر را نیز مورد بررسی مجدد قرار داده
 ,.Wang et al) دهدمی تحقیق حاضر مطابقت نشان  

2014; Qi et al., 2010) . 

 

 
ستون سلول تحریک شده سیستم ایمنی  روکلی.ابتدا تحریک سیستم ایمنی با ایونومایسین و سپس تیمار با عصاره کلم ب . 4شکل 

عصاره بروکلی که نشانگر   ، ستون سلول تحریک شده سیستم ایمنی و تیمارشده بااست NF-κBدار بیان که نشانگر افزایش معنی 
 . باشدپس از تیمار با عصاره می NF-κBدار بیان کاهش معنی
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عصاره کلم بروکلی. نمونه کنترل بدون هیچ تیماری، نمونه سلول تحریک شده سیستم ایمنی است    تأثیر تحریک سیستم ایمنی و    . ۵شکل  

دهد، نمودار اخر، زمانی که نمونه تحریک شده سیستم ایمنی تحت تیمار با عصاره قرار  را به طور جزیی نشان می   STAT3که افزایش بیان ژن  
   را نشان داد.   STAT3افزایش بیان    ایمنی و   کاهش بیان نسبت به زمان تحریک سستم   برابر   ۶گرفت  

 (ns: non-significant   0/ 0001  و****P< .) 

 

 
 فقط با تیمار عصاره کلم بروکلی  STAT3دار  بیان ژن  نمونه کنترل بدون هیچ تیماری و کاهش معنی . ۶شکل 

 
یک    Hedyotis_diffusa_Willdمثال  ی  برا

فعالیت داروی     های ضد گیاهی سنتی چینی است که 
 Lin et al., 2012; Cai)  دهد می نشان    سرطانی را

et al., 2012; Fiandalo et al., 2012 از    (. استفاده
صورت  به  Hedyotis_diffusa_Willdداروی گیاهی  

وابسته به دوز به طور قابل توجهی باعث کاهش بیان  
پروتین   STAT3  ژن   مهار    IL-6  ازناشی    هایو 
دهد که این گیاه یک ماده  ها نشان می این داده   شود می

 ,.Lin et al)  درمانی مفید برای سرطان کولن است

دهد  نشان می   ( ۲013)و همکاران    Kim(. نتایج  2015
، یک داروی  Trichosanthes kirilowii tuberکه  

مشتق ترکیب  و  کره  کشور  بومی  اسنتی  آن،  شده  ز 
Cucurbitacin D  فعالیت سرکوب  طریق  از   ،

STAT3  توانند عوامل درمانی  شده و می باعث آپوپتوز
های  قوی برای سرطان پستان باشند و از تکثیر سلول 

   (.Kim et al., 2013توموری جلوگیری کنند )
 

 گیرینتیجه

های مهم برای بیان برخی  که یکی از ژن   NF-KBژن  
زمانی که سیستم ایمنی   باشد،های التهاب زا می از ژن

فعالیت   دچار  مصنوعی  تحریک  اثر  در  زیادی  سلول 
میزان بیان این ژن بالا رفت که این امر مسبب   شد،
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ایجاد التهاب در مغز است. اما زمانی که تحت تیمار با  
داری بیان  بروکلی قرار گرفت، به طرز معنی   عصاره کلم

ژن توسط سولفورافان کاهش پیدا کرد. که این امر به  
شده در مغز  التهابات ایجادنوبه خود از بروز بسیاری از  

کند.  به واسطه اختلالات سیستم ایمنی، جلوگیری می 
و   نظرات  گرفتن  نظر  در  با  و  حاضر  پژوهش  نتایج 

بیان   محققان  سایر  سولفورافان  می تحقیقات  که  دارد 
می  بروکلی  کلم  عصاره  در  کاهش  موجود  در  تواند 

از   بسیاری  ایجاد  در  مهم  دلایل  از  یکی  که  التهاب 
ی داشته  مؤثرالتهابی مزمن است، نقش  های  بیماری 

ژن   واسطه  STAT3باشد.  از  دیگر  ایجاد  یکی  های 
در زمان تحریک سیستم    NF-KBالتهاب است و مانند  

دچار افزایش بیان و در نتیجه ایجاد مشکل در  ایمنی  
این ژن   مغز شد. در پژوهش حاضر مشخص شد که 
با سولفورافان موجود در عصاره کلم   اثر تیمار  در  نیز 

نتیجه برخی دیگر    در  . بروکلی، دچار کاهش بیان شد
التهاب در مغز نیز مسدود شد. بر   ایجاد  از مسیرهای 

تحقیق  گرفتن  نظر  در  با  اساس  این  این  و  همسو  ات 
یکی از مارکرهای اصلی در    ۶موضوع که اینترلوکین  

توان نتیجه  های اعصاب و روان است، پس می بیماری 
بیان   کاهش  که  بروکلی    STAT3گرفت  عصاره  با 

تواند به کاهش علایم این گروه از بیماران کمک  می
ساز تحقیقات  تواند زمینه کند. در مجموع این نتایج می 

در گستره  در    تأثیر خصوص    تری  موجود  سولفورافان 
ژن  سایر  بر  بروکلی  کلم  مسیر  عصاره  در  مهم  های 

نها  در  و  ایمنی  در  ی التهاب سیستم  با  دارو  ت طراحی 
بر برخی از    تأثیر ات مفید و احیاناً عدم  تأثیرنظر گرفتن  

های التهابی سیستم ایمنی بر پایه  عوامل ایجاد بیماری 
 گیاه کلم بروکلی باشد. 

 

 زاری سپاسگ
نامه کارشناسی ارشد دانشگاه  این مقاله بخشی از پایان 

می  نور  دکتپیام  آقای  از  فراوان  سپاس  با  ر  باشد. 
طب آزمایشگاه  مسئول  و    شاهسوارانی  بازساختی 

سعدی نوآوری  مهندس  آقای  جناب  و  پزشکی    های 
این  که بدون مساعدت    حسینی، از انستیتو پاستور ایران 

محترم،  پژوه   همکاران  مطلوب  این  نتیجه  به  ش 
 رسید. نمی 
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