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Abstract 
Introduction: Fibroblasts are involved in production of growth factors which are 
effective on cells’ growth and differentiation. They are the most adaptable cells in 
connective tissue with significant capacity for differentiation to the other cell group. 
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) plays an important role in differentiation and 
growth of different cell lines. Silibinin is extracted from seeds of Silybum marianum, 
which it's effects in cancer cell lines, have been studied in limited studies. In this 
study we evaluated the silibinin effect on viability and IGF-1 gene expression in 
human foreskin fibroblast (HFF). 
Materials and Methods: The cytotoxic effect of 10, 20, 40 & 60 µM solution of 
silibinin was evaluated on HFF cells using MTT assay, after 24 & 48 hours. Then, 
the expression of IGF-1 gene was evaluated by means of real time-PCR. 
Results: Silibinin had toxic effect on HFF cells in dose-dependent manner after 24 
hours of incubation in comparison with control group but no significant difference 
observed after 48 hours. Besides, after 24 hours of incubation, silibinin with a 
concentration of 20-40-60 µM significantly increased the IGF-1 gene expression in 
fibroblast cells in comparison with control group. 
Conclusion: Based on the results, silibinin significantly induces IGF-1 gene 
expression in dose dependent manner after 24 hours incubation with HFF cells. 
However, in cytotoxicity assay, concentration of 60 µM caused the highest rate of 
cell death after 24 hours. So, before introduction of this compound as a fibroblasts 
proliferation stimulant, more extensive studies are needed. 
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Introduction 
Fibroblasts have been identified as 

connective tissue-based cells with ability to 
differentiate, grow, and repair. These cells 
maintain their ability to grow and repair 
throughout life and can be stimulated by 
conditions such as wounds or inflamed tissues 
that secrete large amounts of collagen matrix, 
which helps to separate and repair tissue. They 
also have the ability to make multiple adhesions 
of collagen, elastin, glycosaminoglycans, 
proteoglycans and glycoproteins. In addition, 
they are involved in the production of growth 
factors, which affect cell growth and 
differentiation. Fibroblasts are inherently 
different in different parts of the body and could 
be obtained from various sources such as human 
foreskin (HFF). In this regard, after circumcision 
at different intervals, a sample of newborns is 
prepared after obtaining parental consent. 
Various studies have examined the release of 
insulin-like growth factor-I (IGF-1) from human 
periodontal ligament fibroblasts as a factor that 
is important in stimulating cell growth and 
differentiation, but human foreskin fibroblasts 
have less studies. It has been shown that silibinin 
is one of the main derivatives of silymarin as the 
active ingredient of Silybum marianum, has anti-
cancer, immunomodulatory and anti-
inflammatory, antioxidant and lipid peroxidation 
inhibitory effects. One study examined the 
efficacy of silymarin on HFF cells as an in vitro 
model of wound healing. In this study, the effects 
of different concentrations of silymarin from 4-
36 µ g / ml on the viability and proliferation of 
these cells were investigated and no significant 
change was observed in the proliferation rate. 
However, the antioxidant capacity of the cells 
was significantly increased and significant 
protection against H2O2 was obtained. It has 
been shown the effects of inducing apoptosis in 
fibroblast-like synovocytes on rats and suggested 
that it could be used therapeutically in arthritis 
by this effect. However, the effects of silymarin 
on IGF-1 gene expression in HFF cells were not 
investigated. Therefore, according to the results 
of various studies on releasing IGF-1 from 
different fibroblasts which is an effective factor 
in their proliferation, and also the effects of 
silibinin on the expression of IGF-1 as its anti-
cancer mechanism, in this study we aimed to 
evaluate the effects of silibinin on cell 

proliferation and IGF-1 gene expression in HFF 
cells in vitro. 

Methodology 
The HFF cell line cultured in DMEM medium 

with 500 μl of gentamicin and 10% fresh bovine 
serum and has been grown in an incubator at 37 
°C and 5% CO2. After placing the cells in a 96-
well plate with 1 × 105 cells (ml) and changing 
the culture medium after 24 hours, the cells were 
treated with different concentrations of 
silibinin(0,10, 20, 40, 60 μM) for 48 hours. 10 μl 
of MTT solution (5 mg/ml in PBS) was added to 
each well containing fresh culture medium. At 
the end of incubation, the insoluble formazan 
produced was dissolved in 100 μl of normal 
DMSO (for 10 minutes at room temperature in 
the dark) and finally the optical density (OD) 
spectrophotometer was read at 570 nm. Based on 
this, the viability of the cells was calculated. In 
order to prepare silibinin solution, first stock 
solution with a concentration of 5 mM of 
silibinin was prepared. For this purpose, 0.006 g 
of silibinin powder was dissolved in 25 ml of 
DMSO. Then, according to the formula M1V1 = 
M2V2, to prepare a 60 mM solution, 12 μl of the 
mother solution was diluted with 1 ml of DMEM 
medium. Similarly, to prepare solutions with 
concentrations of 10, 20, and 40 μM, 2, 4 and 8 
μl of the stock solution was dissolved in 1 ml of 
DMEM. In the next step, to investigate the effect 
of silibinin concentrations on IGF-1 gene 
expression, RNA extraction was performed from 
all HFF cell groups. For this purpose, first the 
cells were washed twice with PBS and then 
exposed to different concentrations of of 
silibinin (10-60 μM) for 24 hours. Then 400 μl 
of trypsin (w/v) 0.05%, for each 6-well plate was 
added and the plate was incubated at 37 °C for 5 
minutes. After separation and buoyancy of the 
cells, they were dispersed again in fresh serum 
medium to inactivate trypsin (800 μl of culture 
medium per 6-well plate). 2 × 106 cells were 
transferred to the microtube and 750 μl of RL 
solvent was added to it. After the contents of the 
microtube were uniformized with a pipette, it 
was incubated at room temperature for 5 
minutes. 150 μl of chloroform was added to each 
microtube, vortexed vigorously for 15 s, and then 
incubated for 3 min at 15-25 °C. The samples 
were centrifuged at 13000 rpm for 12 minutes at 
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4 °C. In the next step, 400 μl of upper colorless 
water phase was slowly separated and transferred 
to new microtubes. Then, 400 microliters were 
added to make RNA precipitate, and the 
microtubes were gently turned several times to 
mix thoroughly and become one phase. The 
samples were centrifuged at 13000 rpm for 1 
minute at 4 °C and the supernatant was removed. 
Then 700 μl of PW was added to each sample and 
centrifuged at 13000 rpm for one minute and the 
supernatant was removed again. It was then 
centrifuged again at 13000 rpm for two minutes 
to remove the remaining wash buffer. The 
solution was transferred to a new microtube and 
then 50 μl of water exposed to DEPC was added 

and incubated for three minutes at room 
temperature. The samples were centrifuged at 
13000 g for 1 minute at 4 ° C to extract RNA. 
After that, 2 μl of the sample was taken and 
quantified by Nano drop spectrophotometer. 
Finally, they were stored in a -70 °C freezer for 
RT-PCR testing. Due to the lack of a suitable 
sequence for IGF-1 gene's primer, primer 
designing was specifically done for this gene and 
GAPDH (Table 1) and then Real time-PCR was 
performed for all the samples. Finally, statistical 
analysis was performed by using SPSS v22 
software. Statistical comparison between groups 
was also performed by ANOVA test and Tukey-
Kramer  Post test. 

Table 1. Oligonucleotide sequence of primers 

Oligonucleotide 5' to 3' sequence Temperature (°C) 
GAPDH Forward 5'-CACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3' 61.8 
GAPDH Revers 5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3' 62.1 
IGF-1 Forward 5'-CACCATGTCCTCCTCGCATCTC-3' 61.8 
IGF-1 Reverse 5'-CCCTGTCTCCACACACGAACTG-3' 62.1 

 

Result  
The results of MTT test indicate that gradually 

by increasing concentration of silibinin, the 
survival rate of cells decreased, which was 
significant in all concentrations compared to the 
control. But after 48 hours of treatment, there was 
no significant difference in HFF cells viability 
with the control group (P=0.331). Also, a pairwise 

comparison was performed between the viability 
of HFF cells at different concentrations of 
silibinin at 24 and 48 hours after treatment, which 
in the 24-hour treatment, only the difference 
between 10 and 60 μM was significant. In the case 
of 48-hour treatment, there was no significant 
difference between different concentrations 
(Table 2).  

Table 2. Survival rate of HFF after 24 and 48 hours treatment with different concentrations of silibinin in MTT assay 

Silibinin 
concentrations (μM) 

Survival rate of HFF cells after 24 
hours of treatment (%) (mean±SD) 

Survival rate of HFF cells after 24 
hours of treatment (%) (mean±SD) 

Control 72.97  ±83.0 79.0 ±2.66 
10 41.96  ±76.6 65.8 ±47.0 
20 74.39  ±80.7 63.7 ±87.59 
40 66.17 ±79.7 58.6 ±84.88 
60 55.8  ±79.1 12.45  ±55.6 

P Value 0.33  <0.001 
 

Comparison of differences in HFF cell 
viability at different concentrations of 
silibinin after 24 and 48 hours compared with 
controls was performed by one-way ANOVA 
test. The difference in 24 hours treatment 
was insignificant (P value = 0.33) and 48 
hours was significant (P value <0.001). It 
should be noted that according to the results 
of Tukey-Kramer  Posttest, the P value of 

HHF cell viability difference between 10 μM 
and control was insignificant and for other 
concentrations (20, 40 and 60 μM) compared 
to control was significant. Also, according to 
the results of pairwise comparison between 
cell viability and different concentrations of 
silibinin after 24 and 48 hours of exposure, 
by using Tukey-Kramer Posttest, only after 
24 hours of exposure, there was mild 
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significance between 10 and 60 μM 
concentrations (P value = 0.049). 
Evaluation of the silibinin's effects on IGF-1 
gene expression in human foreskin fibroblast 
using Real time RT-PCR and one-way 
ANOVA test results show that 20, 40 and 60 
μM concentrations of silibinin, was able to 
significantly increase the expression of IGF-
1 gene at the mRNA level after 24 hours of 
exposure to cells. In addition, Tukey-Kramer 

Post test showed that this increasing was 
significant at 20, 40 and 60 µM 
concentrations compared to the control 
group. Comparison of IGF-1 gene expression 
was also performed in pairs after 24-hour 
treatment with different concentrations of 
silibinin. Accordingly, between 
concentrations of 10 μM and 60 μM; 20, 40 
and 60 μM together and 40 μM with 60 μM 
were significant (Figure 1). 

 
Figure 1. The results of different concentrations of silibinin effects on IGF-1 gene expression: The cells were exposed 
to silybinin for 24 h at concentrations of 10, 20, 40 and 60 µM. The expression level of the target gene in each sample 
was normalized against the expression level of the GAPDH gene of that sample. Results were reported using mean  ± 

standard deviation. ANOVA and Tukey-Kramer Posttest were used to evaluate the level of statistical differences 
between the groups compared to the control group and a significant level of P value ≤ 0.05 was determined 

Conclusions 
At the beginning of the present study, in order 

to determine non-toxic concentrations, the 
toxicity of silybinin on fibroblasts was evaluated 
by using MTT method. The results of this study 
showed that by increasing the concentration of 
silibinin (10 μM to 60 μM concentration), their 
toxicity effect on fibroblasts, increased within 24 
hours. In other words, cell viability has 
decreased. In addition, there was a significant 
difference in cell viability between all four 
concentrations of silibinin with the negative 
control group and the effect of silibinin toxicity 
on HFF cells was concentration dependent. 
However, after 48 hours of treatment, cell 
viability was not significantly different from 

control probably due to stimulatory effects of 
silybinin on IGF-1 gene expression and other 
growth factors. Therefore, confirmation or 
rejection of this hypothesis requires further study 
and evaluation of IGF-1 gene expression after 48 
hours of exposure to different concentrations of 
silibinin. In the present study, based on the 
working method of Zi et al., Only a 24-hour 
treatment was performed to investigate the 
effects of silibinin on IGF-1 gene expression, 
which makes judgment difficult. In a study by 
Sharifi et al., Which investigated the effect of 
silimarin on human foreskin fibroblast based on 
MTT test, after 24 and 48 hours of exposure the 
cells to 4.36-5 μg / ml concentrations of 
silimarin, no toxic effect was observed. 
However, in this study, silimarin, which consists 
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of several different compounds, including 
silibinin, was used and the concentrations used 
were low. In the other part of the study, the effect 
of different concentrations of silibinin on IGF-1 
gene expression in HFF cells was investigated by 
using RT-PCR. Based on the results, silibinin 
increased the expression of this gene in HFF 
cells. The concentrations of 20, 40 and 60 μM 
significantly increased gene expression 
compared to the control. By increasing the 
concentration, this effect increased respectively. 
This is in contrast to the results of studies on 
prostate and breast cancer cell lines, in which 
silibinin reduces IGF-1-dependent activity. 
However, in the study by Zi et al., on androgen-
dependent prostate cancer cells, silibinin 
increased the expression of IGFBP-3, which is 
the major carrier protein of IGFs in serum and 
more than 90% of intravascular IGFs are 
connected to it. Therefore, by increasing the 
expression of this protein, it reduces IGF-1-
dependent signaling and related proliferative 
processes which does not necessarily indicate a 
decrease in IGF-1 gene expression. Also in the 
study of Wong et al., It was mentioned that 
silibinine reduced the phosphorylation of IGF-1 
and not the level of IGF-1 in MCF-7 cells, which 
seems to have an inhibitory effect on the 
signaling pathway-dependent IGF-1 and not its 
gene expression. It has also been suggested that 

silibinin may more likely inhibit the 
antiepoptotic activity of IGF-1 by increasing 
IGFBP-3 expression and induce apoptosis in 
cancer cells. However, no study has been 
performed to investigate the effects of silibinin 
or silymarin on IGF-1 gene expression in 
fibroblast cells, and more detailed and extensive 
studies are needed to confirm or refute the results 
of this study. In this study, the results showed 
that silibinin at concentrations of 20-60 μM 
significantly increased the expression of IGF-1 
gene in human fibroblasts. However, according 
to the results of MTT test, silibinin decreased the 
number of live fibroblast cells in the culture 
medium after 24 hours of exposure, depending 
on the concentration. Therefore, in order to 
verify the results of this study, further research 
in this field is suggested . 
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 مقدمه
ــت ی ف  ــلول   ها بروبلاس ــند که  هاي بافت همبند می س ن ی بالغ   در باش

ه  درت بـ ــ  نـ د ی م   م ی تقسـ ا   شـــونـ ام   امـ ه   ی هنگـ ان،    کـ د یـن ارگـ ازمنـ
). این  1،2دهد ( رخ می   آنها   در   توز ی م   باشد،   شتر ی ب   هاي بروبلاست ی ف 

قدرت رشــد و ترمیم را در خود  ،  تمام دوران زندگی ها در  ســلول 

ــوند، مثلاً در محل زخم حفظ می  یا در    کنند و چنانچه تحریک ش
ت  افـ اجرت می بـ ب، مهـ اي ملتهـ اتریکس  هـ ادي مـ دار زیـ د و مقـ کننـ

ــازي و ترمیم بـافـت کمـک  کلاژنی ترشـــح می  کننـد کـه بـه جـداسـ
-کان ی نوگل ی کوزآم ی گل   ن، ی الاسـت   کلاژن،   ها بروبلاسـت ی ف ).  1کند ( می 

یچســبندگ   ت ی خاصــ  با   هایی ن ی کوپروتئ ی گل   و   ها کان ی پروتئوگل   ا، ه 
و   رشــد   که   رشــد   عوامل   د ی تول   در   ن ی همچن .  ســازند ی م   را   چندگانه 
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 ها:کلیدواژه
فیبروبلاست  سیلی  بینین، 

رشد   فاکتور  انسانی، 
 1- انسولین شبه 

 چکیده

کنند، در تولید عوامل رشد دخالتها در تمام دوران زندگی قدرت ترمیم را حفظ میفیبروبلاست:  زمینه و هدف
- انسولینباشند. فاکتور رشد شبههاي بافت همبند، ظرفیت تمایز به دیگر اعضا خانواده را دارا می دارند و در بین سلول

1  11)-(IGF  هاي گیاه ترین ترکیب دانه . سیلی بینین، فعالهاي سلولی مختلف، نقش مهمی دارددر تمایز و رشد رده
بینین بر بقاي سلولی و  خار مریم است که تأثیر آن بر سلول سرطانی مطالعه شده است. در این مطالعه تأثیر سیلی 

 . شد یبررس (HFF)گاه انسانی هاي فیبروبلاست ختنهدر سلول  IGF-1 بیان ژن
کار سیلی  :روش  محلول  سمیت  غلظت میزان  در  آزمون    60و    40،  20،  10هاي  بینین  با  بر  MTTمیکرومولار 

Real time -PCR  با آزمون،  IGF-1ارزیابی میزان بیان ژن    ساعت و  48و    24هاي فیبروبلاست انسانی پس از  سلول 

انجام گردید.
. اما پسها بودکنترل داراي تأثیرات سمی بر فیبروبلاستساعت در مقایسه با    24بینین پس از  سیلینیمار    :هایافته

نبود.    48از   معنادار  کنترل  به  نسبت  تفاوت  از  ساعت،  غلظت   24پس  در  تیمار،  میکرومولار    60تا  20هاي  ساعت 
 هاي فیبروبلاست نسبت به گروه کنترل افزایش داشت. سلول  IGF-1طور معناداري بیان ژن بینین، بهسیلی 

ساعته در  24پس از تیمار    IGF-1صورت وابسته به غلظت باعث القاي بیان ژن  بینین احتمالاً به سیلی  :گیرينتیجه 
24میکرومولار بیشترین مرگ سلولی بعد از    60شود. در بررسی سمیت سلولی در غلظت  هاي فیبروبلاست میسلول 

از این رو براي معرفی سیلی  ها نیاز به انجام مطالعات  یر فیبروبلاستعنوان محرك تکثبینین بهساعت مشاهده شد؛ 
 باشد. تر میگسترده
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ا  ت   را   ســـلول   ز ی تمـ د ی م   قرار   ر ی ث أ تـ  تحـ ت   دهنـ الـ د   دخـ ).  2(   دارنـ
ت  مت فیبروبلاسـ تند و  ها در قسـ هاي مختلف بدن ذاتاً متفاوت هسـ

ــت بین آنها تفاوت وجود  حتی در یک ناحیه از   بدن نیز ممکن اس
لول  د. یکی از منابع تهیه سـ ته باشـ انی،  داشـ ت انسـ هاي فیبروبلاسـ

اسـت. پس از انجام عمل ختنه، در فواصـل زمانی    1گاه پوسـت ختنه 
ــده، پس از اخذ   ــتریل از نوزدان تازه متولد ش مختلف به روش اس

ه می  ه تهیـ دین نمونـ ت از والـ ــایـ ــد  3شـــود ( رضـ اکتور رشـ ). فـ
شـود،  سـی نیز نامیده می که سـوماتومدین   (IGF-1)  1- انسـولین شـبه 

ت که نقش مهمی  اختار مشـابه انسـولین اسـ در    یک هورمون با سـ
ا می  ان ایفـ ــد کودکـ الغین دارد.  رشـ ابولیـک در بـ أثیرات آنـ د و تـ کنـ

ــلول  ــده،  س ــت ش ــت کش هاي  و پروتئین   IGF-1هاي فیبروبلاس
ــونده به  متصــل  کنند که ممکن اســت براي  ترشــح می   IGF-1ش

د (  روري باشـ د، ضـ   ي گر ی د   مطالعات ).  4تأثیرات بهینه هورمون رشـ
  را   مختلف   ی انســان   ه لث   ي ها بروبلاســت ی ف   از   IGF-1  ي آزادســاز   ز ی ن 

ــد و تمـایز این  کـه می   داده   قرار   مطـالعـه   مورد  توانـد در تحریـک رشـ
 ).  6،  5ها حائزاهمیت باشد ( سلول 

شود، عضوي از  نیز نامیده می   milk thistleکه    2گیاه خار مریم 
باشد که یک گیاه شناخته شده در طب سنتی  خانواده آستراسه می 

). ماده مؤثره این گیاه  8،  7(   به دلیل تأثیرات محافظ کبدي است 
ویژه  اي از اجزا به مارین است که مشتمل بر مخلوط پیچیده سیلی 
(فعال سیلی  سیلی بین  ترکیب  می ترین  ( مارین)  ).  10،  9باشد 

اکسیدانت،  عنوان یک آنتی بینین به براساس مطالعات مختلف، سیلی 
هاي آزاد، مهارکننده پراکسیداسیون لیپیدي  اندازنده رادیکال به دام 

و   ایمونومودولاتوري  ضدسرطانی،  تأثیرات  نیز  و  دارد  فعالیت 
ویژه  ( ضدالتهابی  دارد  آرتریت)  (درمان  در یک  19- 11اي  تنها   .(

گاه  هاي فیبروبلاست ختنه مارین بر سلول سیلی   مطالعه اثربخشی 
تنی ترمیم زخم بررسی شده است  عنوان یک مدل برون انسانی به 

آزادسازي  20(  به  توجه  با  رو  این  از   .(IGF-1   سلول هاي  از 
ها  فیبروبلاست مختلف در مطالعات گذشته و تأثیرپذیري تکثیر آن 

بینین بر بیان  سیلی و نیز مطرح بودن تأثیرات    IGF-1از طریق بیان  
مارین از گیاه خار مریم،  عنوان جز اصلی ترکیب سیلی به   IGF-1ژن  

  ر ی تکث   بر   ن ی ن بی ی ل ی س در این مطالعه بر آن شدیم به ارزیابی تأثیرات  
  ی انسان   گاه فیبروبلاست ختنه   ي ها سلول   در   IGF-1  ان ی ب   و   ی سلول 

احتما برون   ط ی مح   در  منفی  یا  مثبت  تأثیرات  و  بپردازیم  لی  تنی 
 بررسی کنیم.   IGF-1بینین را بر بیان ژن  سیلی 
 

 
1 Foreskin 
2 Silybum marianum 

 ها مواد و روش .  2

لول:  ت سـ انی ختنه  کشـ ت انسـ لولی فیبروبلاسـ گاه از بانک  رده سـ
ها در محیط  سـلولی انسـتیتو پاسـتور (تهران، ایران) تهیه شـد. سـلول 

بیوتیک جنتامایسین  میکرولیتر آنتی   500همراه با    DMEMکشت  
رم گاوي تازه   دند و در انکوباتور با دماي    10و سـ ت شـ د کشـ درصـ

 ه شدند. درصد رشد داد   CO2 5گراد و  درجه سانتی   37
  96ها در پلیت  سـلول  ها و شـمارش تکثیر سـلولی: تیمار سـلول 
لیتر قرار داده شـدند و پس  سـلول در هر میلی   1× 510خانه با تعداد  

ها با  ســـاعت محیط کشـــت تعویض شـــد و ســـلول   24از مدت  
یلی غلظت  ) به مدت  µM 60 ,40 ,20 ,10بینین ( هاي مختلف از سـ

ساعت تیمار شدند. در پایان زمان انکوباسیون، ده میکرولیتر از    48
ک  PBSلیتر در  گرم بر میلی میلی   MTT   )5محلول   اهـ ه هر چـ ) بـ

حاوي محیط کشـت تازه اضـافه شـد. در پایان انکوباسـیون، فورمازان  
نرمال (به مدت    DMSOمیکرولیتر    100نامحلول تولید شـــده در  

رایط تاریکی) حل گردید و در نهایت  ده دقیقه در دماي ا  تاق در شـ
الی نوري   در   (Biotek Epoch, US)اســـپکتروفوتومتر    (OD)چگـ

لول   570طول موج   د. زنده ماندن سـ تفاده  نانومتر قرائت شـ ها با اسـ
 A control /Aاز معادله زیر محاسـبه شـد: دوام بقا سـلولی (%)= ( 

treated  ( ×  100     ه در آن ه   A controlو    A treatedکـ ب  بـ ترتیـ
   هاي تیمار شده و نشده هستند. جذب سلول 

) به غلظت  stockابتدا محلول مادر ( :  بینین تهیه محلول ســیلی 
5 mM   بینین تهیه شــد. براي تهیه محلول ذکر شــده  از ســیلی

ــیلی   0/ 006 حل    DMSOلیتر از  میلی   25بینین در  گرم از پودر س
 60براي تهیه محلول    M1V1=M2V2شــد. ســپس طبق فرمول  

mM  ،12   میلی یــک  بــا  مــادر  محلول  از  لیتر محیط  میـکـرولیتر 
DMEM   ــد. بـه همین ترتیـب براي تهیـه محلول ا  رقیق شـ هـاي بـ

میکرولیتر از محلول    8و    4،  2میکرو مولار،    40، و 20، 10ظـت غل 
 حل شد.    DMEMلیتر  مادر در یک میلی 

ــتـخـراج   ام    RNAاس انـجـ ــلـول  : Real time-PCRو  هــاي  سـ
انی (  ت انسـ لول در هر خانه   6× 510فیبروبلاسـ خانه    6) در پلیت  سـ

  37سـاعت در محیط کشـت در دماي    24کاشـته شـد و به مدت  
درصــد رشــد کرد. ســپس    5با غلظت    CO2و  گراد  درجه ســانتی 

هاي مختلف  شسته شد و سپس با غلظت   PBSها دو نوبت با  سلول 
سـاعت مواجه شـد.    24بینین به مدت  میکرومولار از سـیلی   10-60
ازاي هر چاهک  به درصــد    05 /0  (w/v)تریپســین    µl  400ســپس  

دقیقه انکوبه    5براي    ºC  37اضـافه گردید و پلیت در    خانه   6پلیت  
دن  ناور شـ د. پس از جدا و شـ لول   ، شـ   ها در محیط حاوي دوباره سـ
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ــبت   ــرم تازه به نس ــین   2س ــدند تا    ، برابر حجم تریپس پراکنده ش
ود (  ین غیرفعال شـ ت   µl  800تریپسـ ازاي هر چاهک  به  محیط کشـ

لول به میکروتیوپ منتقل گردید و   10×62). تعداد  خانه   6پلیت    سـ
µl 750    حلالRL    ــدن ــد. پس از یکنواخـت شـ بـه آن افزوده شـ

ا کمـک پیپـت بـه مـدت  دقیقـه در دمـاي    5محتویـات میکروتیوپ بـ
کلروفرم به هر میکروتیوب اضــافه شــده    µl  150اتاق انکوبه شــد.  

پس  ثانیه به   15 دند. سـ دت ورتکس شـ   Cº 25-15دقیقه در    3شـ
  Cº 4در دماي    g  13000دقیقه با دور    12ها  انکوبه شــدند. نمونه 

رنگ بالایی  از فاز آبی بی   µl  400سـانتریفیوژ شـدند. در مرحله بعد  
هاي جدید منتقل شــد. ســپس  آرامی جدا شــد و به میکروتیوب به 
درصـد به فاز آبی    70اتانول    RNA ،  µl  400منظور ایجاد رسـوب  به 

ها چند بار آرام برگردانده شـدند تا کامل  اضـافه شـد و میکروتیوب 
از شـــونـد مخلوط و تـک  ه فـ ا  . نمونـ ا دور    1هـ ه بـ در    g  13000دقیقـ

سانتریفیوژ شدند و مایع رویی، کامل خارج شد. سپس    Cº4دماي  
µl  700    ازPW    به هر نمونه اضــافه شــد و به مدت یک دقیقه با

سانتریفیوژ شد و مایع رویی کامل خارج شد.    rpm13000 سرعت  

ژ  سانتریفیو rpm13000 سـپس مجدداً به مدت دو دقیقه با سرعت  
مانده خارج شـود. محلول به میکروتیوب  شـد تا بافر شـسـتشـوي باقی 

ــده بـا    µl  50جـدیـد منتقـل گردیـد. ســـپس     DEPCآب مواجـه شـ
دقیقه    1ها  افزوده شـد و سـه دقیقه در دماي اتاق انکوبه شـد. نمونه 

ــدنـد تـا    Cº4در دمـاي   g 13000بـا دور  ــانتریفیوژ شـ   RNAسـ
-RTبراي آزمون    - Cº 70و در نهایت در فریزر    اســتخراج شــود 

PCR   منظور تعیین مقدار  نگهداري شـــدند. پیش از آن، بهRNA  ،
از نمونه    µl2 شــدند. ســپس    spinها ورتکس و  ابتدا میکروتیوب 

  Nano drop spectrophotometerتوسط دستگاه    RNAبرداشته و  
مـقــدار   تـعـیـیـن  ــیــد  اسـ نـوکـلـئـیــک  تـنـظـیـمــات  از  ــتـفــاده  اسـ بــا 

                                                                                                . شد 
با  توالی مناسب    معتبر،   هاي رفرانس   به   مراجعه   از آنجایی که 

ژن   پرایمر  به   IGF-1براي  و  نشد  طراحی  یافت  اختصاصی  طور 
و   توسط    GAPDHپرایمر  و سپس  گرفت  ژن صورت  این  براي 

طراحی شده ساخته و به    GAPDHکت تکاپوزیست پرایمر و  شر 
 ).  1مشهد ارسال شد (جدول  

 
. توالی الیگو نوکلئوتیدي پرایمرها 1جدول  

 
در صورتی که غلظت زیر    poolبا توجه به نتایج نانودراپ نمونه  

µg/µl  1 /0   بود مقدارµl   5 /2     ،5و اگر بالاي آن بود   µl    برداشته
باشد.    ng  500-5 /0در نهایت بین    RNAاي که مقدار  گونه شد به 

هر    master mixسپس   در  نهایتاً  که  شد  اضافه  مقداري  به 
محلول وجود داشته باشد. سپس نمونه    µl  20میکروتیوپ به اندازه  

NTC   بدین صورت که  ؛ آماده شدµl  6 /3   آبDEPC- Treated  به

ن اضافه گردید و درب میکروتیوپ محکم بسته شد. سپس به سایر  آ 
ها  . سپس نمونه شد   اضافه   RNAاز هر رقت    µl  6 /3ها،  میکروتیوپ 

  2  براساس جدول   یی دما   ي ها یکل در دستگاه قرار داده شدند و س 
  یز آنال   Bio-Rad CFX manager 3.0با استفاده از    یج نتا   شد.   یم تنظ 

-IGFو    GAPDHژن    2  ي استاندارد و ذوب برا   ي و نمودارها   گردید 
. دست آمد به   1

 
هاي دمایی سیکل .  2جدول  

 گراد) دما (درجه سانتی  3´تا    5´توالی   الیگونوکلئوتید 
GAPDH Forward 5'-CACCCACTCCTCCACCTTTGAC-3' 8 /61 
GAPDH Revers 5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3' 1 /62 
IGF-1 Forward 5'-CACCATGTCCTCCTCGCATCTC-3' 8 /61 
IGF-1 Reverse 5'-CCCTGTCTCCACACACGAACTG-3' 1 /62 

Step  توضیحات  دما  زمان 
Reverse transcription 4   42 دقیقه °C (cDNA synthesis) 

PCR Initial activation step: 4   95 ثانیه °C Initial PCR activation step 
 C° 60 ثانیه   30

 سیکل   35
Denaturation 30   94 ثانیه °C Denaturation 

Annealing and Extension 30   57 ثانیه °C Annealing and Extension 
 C° 72 ثانیه   30

 :اختیاري 
Melting curve analysis: 5   دقیقه °C  62 Melting curve analysis: 
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 آنالیز آماري 

ــه حداقل    ها یش آزما   یه کل  مرتبه و هر بار حداقل دو نمونه انجام    س
ــد. نتا  ــگزارش    انحراف معیار   ±  یانگین م   ي برمبنا   یج ش   یز د. آنال ش

تفاده از نرم   ي آمار  د. مقا   SPSS v22افزار  با اسـ ه انجام شـ   ي آمار   یسـ
ا توســـط  گروه   ین ب  -Tukey  و آزمون تعقیبی  ANOVA  آزمون هـ

Kramer    .صـــورت گرفتP<0.05   ي آمار   ر از نظ   دار ی عنوان معن به  
 . شد   ی تلق 

 ها . یافته 3

ــل از تـأثیر غلظـت  ــیلی نتـایج حـاص بینین بر  هـاي مختلف س
تدریج  بیانگر این است که به   MTTنتایج آزمون  :  HFFهاي  سلول 

ــاعـت    24هـا پس از  بینین در چـاهـک بـا افزایش غلظـت ســـیلی  سـ
لول  ه با  مواجهه، میزان زنده ماندن سـ ها کاهش یافته که در مقایسـ

ــت (جدول  کنترل در تمامی غلظت  ). اما پس  3ها معنادار بوده اس
ــاعـت تیمـار، تفـاوت معنـاداري از لحـاظ میزان زنـده مـانـدن    48از   سـ

ــل  اي  ول سـ ــت    HFFهـ داشـ ا گروه کنترل وجود نـ .  (P=0.331)بـ
  HFFهاي  دو بین میزان زنده ماندن سـلول همچنین مقایسـه دوبه 

ــیلی بین غلظت  ــاعت پس از    48و    24بینین در  هاي مختلف س س
ساعته تنها تفاوت میان غلظت    24تیمار نیز انجام شد که در تیمار  

ساعته هیچ    48با تیمار    میکرومولار معنادار بود. در رابطه   60و    10
ــت  تفـاوت معنـاداري میـان غلظـت  هـاي مختلف بـا هم وجود نـداشـ

 ). 3(جدول  

 
 MTTبینین در آزمون  هاي مختلف سیلی ساعت تیمار با غلظت   48و    24پس از    HFFهاي  . میزان زنده ماندن سلول 3جدول  

  48پس از    HFFهاي  میزان زنده ماندن سلول  )M)µبینین  غلظت سیلی 
 ) mean±SDساعت تیمار ( 

  24پس از    HFFهاي  میزان زنده ماندن سلول 
 ) mean±SDساعت تیمار (درصد) ( 

 79/ 0±2/ 66%+ @# 83/ 72±0/ 97 کنترل 

10 96 /6±41 /76 @01 /47±8 /65 

20 39 /7±74 /80 59# /87±7 /63 

40 17 /7±66 /79 88% /84±6 /58 

60 08 /1±55 /79  +45 /12±6 /55 

P value 33 /0 *001 /0< 

  24انجام شده است. تفاوت در مواجهه  one-way ANOVAساعت در مقایسه با کنترل، با آزمون  48و   24بینین پس از هاي مختلف سیلی در مواجهه با غلظت  HFFهاي مقایسه تفاوت میزان زنده ماندن سلول  *
  10بین غلظت    HHFهاي  اندن سلول اختلاف زنده م   P valueمیزان    Tukey). شایان ذکر است که بنابر نتایج آزمون تعقیبی  P value<0.001ساعت معنادار بوده است (   48) و بعد  P value=0.33ساعت غیرمعنادار ( 

دو بین میزان  بوده است. همچنین طبق نتایج مقایسه دوبه   P value  ≥  0/ 001، % و +)  #ترتیب  میکرومولار نسبت به کنترل (به   60و    40،  20هاي  و براي غلظت   P value   <001 /0  ≥  0/ 01)  @میکرومولار و کنترل ( 
میکرومولار تفاوت خفیف معنادار   60و  10ساعت مواجهه بین غلظت  24، تنها پس از Tukeyساعت، با کمک آزمون تعقیبی  48و  24بینین در مواجهه پس از یلی هاي مختلف س ها بین غلظت زنده ماندن سلول 

 ). P value=0.049وجود داشت ( 

 
در سطح    IGF-1بینین بر میزان بیان ژن  سیلی بررسی تأثیر  

mRNA    با استفاده از روشReal time RT-PCR  : آزمون    ج ی نتا
ــان داد    IGF-1بر میزان بیـان ژن    one-way ANOVAآماري   نشـ

وچهار  بیســـت   60و    µM  10  ،20  ،40بینین با غلظت  ســـیلی که  
هاي فیبروبلاسـت توانسـت در میزان  سـاعت پس از مواجهه با سـلول 

افزایش معناداري ایجاد کنند    mRNAدر ســـطح    IGF-1بیان ژن  
  (P =0.005)برابر کنترل منفی)   50و    9،  2،  1/ 7ترتیب حدود  (به 

مشــخص شــد که این    post hoc tukeyســپس با انجام آزمون  

نســـبت به گروه کنترل    60و    µM  20  ،40هاي  غلظت در   افزایش 
   . (P e=0.396, 0.026, 0.004, <0.001)   معنادار بود 

ساعته    24پس از تیمار    IGF-1همچین مقایسه میزان بیان ژن  
دو نیز انجام شد که  صورت دوبه بینین به هاي مختلف سیلی با غلظت 

)،  =0P e/ 002میکرومولار (   60میکرومولار و    10هاي  بین غلظت 
میکرومولار    60) و  = 0P/ 008میکرومولار (   40میکرومولار با    20

 )001 /0< P  0/ 013میکرومولار (   60با    40) وP value= (    تفاوت
 ).  2دار بود (شکل  معنا 
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به مدت    ها سلول :  Real time RT-PCRبا استفاده از روش    انسانی   foreskinهاي فیبروبلاست  سلول در    IGF-1ژن    یان ب   یزان بر م   بینین سیلی ر  ی ث تأ   ی بررس .  2شکل  
انحراف معیار  ±یانگین دو تکرار با استفاده از م   یج شد. نتا   یزه آن نمونه نرمال   GAPDHژن    یان ژن هدف در هر نمونه در مقابل سطح ب   یان مجاور گشتند. سطح ب بینین  سیلی   µM  60و    40،  20،  10ي ها با غلظت ساعت    24

مشخص شده است. اختلاف بین غلظت    P value  ≥  0/ 05ي  دار معنی و سطح    ها نسبت به گروه کنترل استفاده شد بررسی سطح اختلاف آماري گروه   براي   Tukey-Kramer  Post test  و   ANOVA  آزمون آماري گزارش شد. از  
در مجاورت با    IGF-1). میزان بیان ژن  بود    P  ≥  0/ 001 و ***    P   <05 /0  ** ،01 /0  ≤  P   <001 /0  ≥  0/ 01اند که *  ترتیب با علائم *، **، و *** مشخص شده میکرومولار با کنترل معنادار بود (به   60و    40،  20

بود. تفاوت بیان ژن در     P  ≥  0/ 001   #و      01 /0  ≤  P   <05 /0  ،  ̂  01 /0  ≤  P   <001 /0اند که  مشخص شده   و    #،  ^ترتیب با علائم  میکرومولار نیز تفاوت معنادار داشت که به   40و    20،  10مولار با  میکرو   60غلطت  
 بود.   P   <001 /0  ≥  0/ 01مشخص شده است و    میکرومولار نیز معنادار بود که با    40و    20مواجهه با غلظت  

 

 
 گیري بحث و نتیجه .  4

  هـاي غلظـت   تعیین   منظور بـه   مطـالعـه   ابتـداي   در مطـالعـه حـاضـــر، در 
  با   فیبروبلاسـت   هاي سـلول   بر   بینین سـیلی   سـمیت   میزان   غیرسـمی، 

که با افزایش    دادند   نشان   نتایج .  شد   بررسی   MTT  روش   از   استفاده 
یلی  لول   24بینین پس از  غلظت سـ اعت، میزان زنده ماندن سـ ها  سـ

 میکرومولار کاهش   60میکرومولار به ســمت غلظت    10از غلظت  
ها بیشـتر شـده  سـلول معنادار یافته اسـت. به عبارتی تأثیر سـمیت بر  

ها با  ســاعت تیمار، میزان زنده ماندن ســلول   48اســت. اما پس از  
ایج پس از   ــت. طبق نتـ داشـ اداري نـ اوت معنـ   24گروه کنترل تفـ

ها  داري از نظر میزان زنده ماندن سلول ساعت تیمار، اختلاف معنی 
ــیلی  بینین با گروه کنترل منفی وجود دارد  بین هر چهار غلظت س

  وابسـته به غلظت   HFFهاي  بینین روي سـلول یت سـیلی و تأثیر سـم 
  غلظت   به   وابسته   صورت به   ن ی ن بی ی ل ی سـ  حاضـر،   ج ی نتا   براسـاس   .اسـت 
 . د ی گرد   بروبلاست ی ف   ي ها سلول   در   IGF-1  ژن   ان ی ب   ش ی افزا   باعث 

یلی  لولی سـ میت سـ دن میزان سـ بینین  علت احتمالی کمتر شـ
ه، اثرات تحریکی    48پس از    MTTدر آزمون   ت مواجهـ ســــاعـ

تواند  و سـایر فاکتورهاي رشـد می   IGF-1بینین بر بیان ژن  سـیلی 
یلی  د که مجموعاً باعث تأثیر غیرمعنادار سـ ه با  باشـ بینین در مقایسـ

لول  ت. البته تأیید یا رد این    HFFهاي  کنترل بر تکثیر سـ ده اسـ شـ
ــیـه نیازمند انجام مطالعه تکمیلی و بررســـی  میزان بیان ژن    فرضـ

IGF-1    ا غلظـت   48پس از بـ هـاي مختلف  ســــاعـت مواجهـه 
ــیلی  ــاس روش کار  بینین می س ــر براس ــد که در مطالعه حاض باش
سـاعته براي بررسـی تأثیرات    24و همکاران تنها تیمار    Ziمطالعه  
یلی  اوت را    IGF-1بینین بر بیان ژن  سـ ت که قضـ ورت گرفته اسـ صـ

و همکاران که به بررسـی تأثیر  سـازد. در مطالعه شـریفی  مشـکل می 
اند، در آزمون  گاه انسـانی پرداخته مارین بر فیبروبلاسـت ختنه سـیلی 
MTT    هاي ها با غلظت ســـاعت مواجهه ســـلول   48و    24پس از 

µg/ml   36-5 /4   ــیلی ــاهده  از س ــیکی مش مارین هیچ تأثیر توکس
مارین که خود متشـکل از  شـده نشـد. البته در این مطالعه سـیلی 

یلی چند تر  تفاده قرار  کیب مختلف از جمله سـ بینین اسـت مورد اسـ

*** 

 ̂  #  * 

 

  ̂  

*
 

*
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 ). 20کـار رفتـه پـایین بوده اســـت ( هـاي بـه گرفتـه و همچنین غلظـت 
بینین بر  هـاي مختلف ســـیلی در بخش دیگر مطـالعـه، تـأثیر غلظـت 

ــلول   IGF-1بیان ژن   ــت ختنه در س ــانی با  هاي فیبروبلاس گاه انس
حاصـــل،    بررســـی شـــد. براســـاس نتایج   RT-PCRکمک روش  

ــیلی  ــته به غلظت باعث افزایش بیان ژن  بینین به س ــورت وابس ص
و    40،  20هاي  هاي فیبروبلاســت گردید و غلظت مزبور در ســلول 

ــه بـا کنترل بـه   60 طور معنـاداري بیـان ژن را  میکرومولار در مقـایسـ
افزایش دادند. نتیجه حاصــل برخلاف نتیجه حاصــل از مطالعات  

ده بر رده  لولی انجام شـ ت    هاي سـ تان اسـ تات و پسـ رطان پروسـ سـ
هاي وابســته به  بینین منجر به کاهش فعالیت ) که ســیلی 18و 15( 

IGF-1   شـــد. البته در مطالعه  میZi   هاي  و همکاران روي ســـلول
بینین منجر به  ســرطان پروســتات غیروابســته به آندروژن ســیلی 

ها  IGFشده که خود پروتئین اصلی حامل    IGFBP-3افزایش بیان  
ــ ــرم اس ــد    90ت و بیش از  در س هاي موجود در داخل  IGFدرص

عروق به آن متصــل هســتند. بنابراین با افزایش بیان این پروتئین  
هاي  و پروســـه   IGF-1دهی وابســـته به  موجب کاهش ســـیگنال 

اي به کاهش بیان ژن  شـد و لزوماً اشـاره پرولیفراتیو مرتبط با آن می 
IGF-1   ) همکاران نیز  ). همچنین در مطالعه ونگ و  15نشـده اسـت

و    IGF-1بینین منجر به کاهش فسـفریلاسیون  بیان شـده که سـیلی 
ــطح   ــلول   IGF-1نه س ــت و به   MCF-7هاي  در س ــده اس نظر  ش

و نه    IGF-1دهی وابسـته به  رسـد تأثیر مهاري بر مسـیر سـیگنال می 
ــیلی  ــت که س ــده اس ــت. همچنین بیان ش بینین  بیان ژن آن اس

ــتر، فعالیت آنتی  را از طریق افزایش    IGF-1توتیک  آپپ احتمالاً بیش
ان   ار می   IGFBP-3بیـ ا آپپتوز در ســـلول مهـ اعـث القـ   هـاي کنـد و بـ

ــرطانی می  ــود ( س هاي  ). همچنین تأثیرات مهاري بر فعالیت 16ش
هاي سـلولی سـرطانی  نیز در مطالعاتی در رده   EGFالقا شـده توسـط  

ــت (  ــده اس ــلول 21،  14گلیوما بیان ش ــت در س هاي  ). ممکن اس
رطانی  یلی   سـ د  بینین به اثر سـ ورت مهار عملکرد فاکتورهاي رشـ صـ

اي به بررســـی تأثیرات  مختلف اعمال شـــود. اما تا به حال مطالعه 
هاي  در ســـلول   IGF-1مارین بر بیان ژن  بینین یا ســـیلی ســـیلی 

ت و براي تأیید یا رد نتایج مطالعه   ده اسـ اهده نشـ فیبروبلاسـت مشـ
تنها   تر تکمیلی هسـتیم. ده تر و گسـتر حاصـل نیازمند مطالعات دقیق 

ــلول  ــت ختنه مطالعه موجود بر س ــانی، به  هاي فیبروبلاس گاه انس
هاي مختلف بر پرولیفراسـیون  مارین با غلظت بررسـی تأثیر سـیلی 

هاي فوق پرداخته اسـت که اثر معناداري را گزارش نکرده اما  سـلول 
ــلول ظرفیت آنتی  ــیدانتی س ). ممکن  19ها افزایش یافته بود ( اکس

د که به  ا  وع، غلظت پایین محلول کاربردي باشـ سـت علت این موضـ
ــیلی  ــر، غلظت کمتر از س ــبت مطالعه حاض ــلول نس ها  بینین با س

ه  افتـ ه یـ د. در آزمون  مواجهـ ه، اثري از    MTTانـ العـ نیز در این مطـ
تواند مؤید  ها مشـاهده نشـد که می مارین بر زنده ماندن سـلول سـیلی 

نیز    IGF-1مارین بر بیان  ی سـیلی فرضـیه فوق باشـد. تأثیرات احتمال 
 بررسی نشده است. 

ــد کـه ســـیلی  ــان داده شـ بینین در  در این مطـالعـه نتـایج نشـ
ت  اي  غلظـ ه   20- 60هـ ث افزایش  میکرومولار بـ اعـ اداري بـ طور معنـ

هاي فیبروبلاسـت انسـانی شـد؛ هرچند  در سـلول   IGF-1بیان ژن  
ــاس نتـایج آزمون   ــاعـت    24بینین پس از  ســـیلی   MTTبراسـ سـ

هاي  طور وابســته به غلظت موجب کاهش تعداد ســلول مواجهه، به 
ابراین بـه  ــت گردیـد. بنـ ــت زنـده در محیط کشـ منظور  فیبروبلاسـ

هاي بعدي در این  آزمایی نتایج این مطالعه، انجام پژوهش راســـتی 
 گردد. زمینه پیشنهاد می 

 تشکر و قدردانی 

ــنـدگـان از کلیـه افرادي کـه بـا همکـاري خود، اجراي این   نویسـ
 کنند.   ی می پذیر نمودند صمیمانه تشکر و قدردان پژوهش را امکان 
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