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Background Aging is one of the important factors in the development of age-related diseases. Acryl-
amide can be produced during carbohydrate-rich foods prepared at high temperatures. Recently, studies 
showed that acrylamide can induce cellular senescence. On the other hand, Rutin as a natural flavonoid, 
has a potent antioxidant activity.
Objective This study aims to evaluate the ptotective effect of Rutin on oxidative-induced cellular senes-
cence induced by acrylamide.
Methods NIH3T3 mouse embryonic fibroblast cells were used in this study, which treated by differ-
ent concentrations of acrylamide and Hydrogen Peroxide (H2O2). Oxidative stress was assessed by 
measuring the malondialdehyde and glutathion concentrations. To evaluate the senescence process, 
β-galactosidase activity was measured by enzyme staining and β-galactosidase activity assay kit. The 
MTT assay was used to evaluate the cell viability. 
Results Exposure of cells to acrylamide and H2O2 significantly reduced the cell viability, and Rutin signifi-
cantly improved cell viability in cells treated by acrylamide (P<0.05). Rutin also increased glutathion level 
in cells treated by acrylamide and H2O2 (P<0.05). The rate of lipid peroxidation was significantly lower 
in the group treated by rutin and H2O2 than in the H2O2 group (P<0.05).The β -galactosidase activity was 
increased in the H2O2 and acrylamide groups. The use of rutin with acrylamide significantly reduced the 
activity of β-galactosidase enzyme compared to the acrylamide group (P<0.05). 
Conclusion Oxidative stress may be an important mechanism in acrylamide-induced  senescence in NI-
H3T3 cells. On the other hand, Rutin, as a potent antioxidant, can reduce cellular senescence by inhibi-
tion of oxidative damage.
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C
Extended Abstract

1. Introduction

ellular senescence is a phenomenon that 
occurs after cell maturation. Senescent 
cells have no DNA replication and cannot 

proceed cell cycle while they are metabolically active [1]. 
According to various studies, the Reactive Oxygen Species 
(ROSs) have an important role in the induction of cellular 
senescence [2]. Acrylamide is an industrial chemical com-
pound that can be found in carbohydrate-rich foods during 
their preparation at high temperatures [3]. Recently, acryl-
amide’s genotoxicity, immunotoxicity and carcinogenicity 
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have attracted attentions. Various studies have indicated 
that oxidative stress is as an important mechanism in acryl-
amide toxicity [3-5].

Rutin (3,3′,4′,5,7-pentahydroxyflavone-3-rhamnogluco-
side) is a flavonoid with high radical scavenging activity 
and antioxidant capacity [6]. These properties are potential-
ly beneficial in protecting the stability of the genome. How-
ever, few information is available on the protective effect of 
Rutin on cellular senescence. Therefore, this study aims to 
investigate the capability of acrylamide in the induction of 
oxidative cellular senescence, and examine the anti-oxida-
tive properties of Rutin attenuating cellular senescence in 
embryonic fibroblast cell line NIH3T3.

2. Methods

In this experimental study, NIH3T3 cells were incubated 
at 37 ℃ under humid atmosphere containing 5% CO2. Af-
ter the third passage, the cells were seeded in culture plates 
and divided into following groups: control (Cells cultured 
in DMEM medium with 10% FBS, Pen/Strep and vehicle), 
positive control (cells exposed to 400 μM H2O2), acrylamide 
(cells treated with acrylamide 5 mM), Rutin + acrylamide 
(cells treated with 50 µM Rutin plus acrylamide), positive 
control + Rutin (cells treated with 50 µM Rutin plus H2O2). 
After cell treatment, MTT assay was used to evaluate the 
viability of the cells. Furthermore, senescence-associated 
β-galactosidase was evaluated by β-galactosidase staining 
kit and quantitative identification of β-galactosidase activity 
via ELISA kit (MyBioSource, CAT number: MBS703814). 
To assess the oxidative stress, lipid peroxidation and glu-
tathione concentration were measured in cell suspensions’ 
homogenates. Malondialdehyde (MDA), as an end product 
of lipid peroxidation, was calculated by using thiobarbitu-
ric acid. Moreover, DTNB reagent was used for measuring 
glutathione concentration. Finally, the statistical signifi-
cance was determined using one-way Analysis of Variance 
(ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test. The P<0.05 
was considered as the significance level [7].

3. Results

Acrylamide and H2O2 significantly decreased cell viabil-
ity in comparison with the control group (P< 0.001). Fur-
thermore, Rutin increased the acrylamide-treated cells’ vi-
ability at concentrations of 10, 25 and 50 µM (P< 0.05). At 
concentration above 50 µM, no any significant effect was 
reported. Hence, 50 µM concentration was selected as the 
most effective concentration of Rutin.

Staining of cells with β-galactosidase at pH=6 showed 
that acrylamide and H2O2 caused higher level of bluish-

green color compared to the control group. On the other 
hand, the cells treated with Rutin showed a lower level 
of bluish-green color. Similarly, both acrylamide and 
H2O2 groups revealed a significant increase in the level of 
β-galactosidase activity compered to control group evalu-
ated by ELISA kit. Treatment of cells by Rutin significantly 
decreased β-galactosidase activity in acrylamide-treated 
cells (P<0.05). Overall, the results showed that Rutin inhib-
ited acrylamide-induced cellular senescence. 

After evaluation of oxidative stress parameters, an in-
creased concentration of MDA was observed in cells treated 
by acrylamide and H2O2. Moreover, the amount of cellular 
glutathione in the acrylamide and H2O2 groups had a sig-
nificant decrease compared to the control group (P<0.05). 
After treatment by Rutin, the Rutin + acrylamide group 
(compared to the acrylamide group) and the Rutin + H2O2 
group (compared to the H2O2 group) showed a significantly 
higher concentration of cellular glutathione (P<0.05).

4. Conclusion

Acrylamide can induce cellular senescence via oxida-
tive stress. Rutin, as a potent natural antioxidant, can effi-
ciently decrease acrylamide-induced cellular senescence in 
NIH3T3 cell lines. Rutin may be effective in reducing the 
adverse effects of food impurities, such as acrylamide.
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مقدمه

پس از تکامل و بلوغ سلول‌ها، پیری1 اتفاق می‌افتد. به این 
وجود  عدم  دلیل  به  عمدتاً  بالغ  سلول‌های  تقسیم  که  معنی 
متوقف  ژن  بیان  در  معمول  غیر  تغییرات  و   DNA تکثیر 
هستند  فعال  متابولیکی  نظر  از  آن‌ها  که  حالی‌  در  می‌شود، 
]1[. شواهدی وجود دارد که نقش کلیدی تولید داخل سلولی 

 1. Aging

گونه‌های اکسیژن فعال )ROS(2 را در القای پیری سلولی نشان 
صنعتی  شیمیایی  ترکیب  یک  آمید  آکریل   .]2،  3[ می‌دهد 
مورداستفاده در زمینه‌های مختلف مانند تهویه خاک، صنایع 

نساجی، کاغذ و لوازم آرايشي است ]4[.

داراي  غذاهاي  در  آميد  آکريل  مختلف  سطوح  اخيراً،   
کربوهيدرات بالا که در دماي بالاي 120 درجه طبخ مي‌شوند، 
گزارش شده است که توجه به بررسي مسموميت و مسيرهاي 

2. ROS: Reactive Oxygen Species

مقاله پژوهشی

بررسی برون‌تن اثر محافظتی روتین بر فرایند پیری اکسیداتیو القا شده با آکریل آمید در سلول‌های 
)NIH3T3( فیبروبلاست جنینی موش

زمینه پیری یکی از عوامل مهم در بروز بیماری‌های مرتبط با سن می‌باشد که توسط عوامل مختلفی تسریع می‌شود. آکریل آمید به‌عنوان 
یک آلودگی غذایی می‌تواند طی فرایند تولید حرارتی مواد غذایی حاوی کربوهیدرات به وجود بیاید. اخیراًً مطالعات نشان دادند آکریل 
آمید می‌تواند موجب بروز پیری سلولی شود. همچنین روتین یک فلاونوئید گیاهی می‌باشد که دارای اثرات آنتی اکسیدانتی قوی است.

هدف در این مطالعه، اثر محافظتی روتین بر پیری اکسیداتیو القا شده توسط آکریل آمید مورد بررسی قرار گرفته است.
روش‌ها برای انجام مطالعه از سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش )NIH3T3( استفاده شد که تحت‌تأثیر غلظت‌های مختلف آکریل آمید 
و H2O2  قرار گرفته است. برای ارزیابی میزان آسیب اکسیداتیو، غلظت مالون دی آلدهید و سطح گلوتاتیون مورد ارزیابی قرار گرفت. برای 
ارزیابی فرایند پیری، فعالیت بتاگالاکتوزیداز با رنگ‌آمیزی آنزیم و کیت سنجش فعالیت بتاگالاکتوزیداز بررسی شد. میزان بقای سلولی 

به روش MTT مورد ارزیابی قرار گرفت.
یافته‌ها تماس با آکریل آمید و H2O2  موجب کاهش معنادار بقای سلولی شد که استفاده از روتین موجب افزایش بقای سلولی در گروه‌های 
تحت درمان با آکریل آمید شد )P<0/05(. روتین به صورت معنادار موجب افزایش سطح گلوتاتیون در سلول‌های تحت درمان با آکریل 
آمید و H2O2 شد. میزان پراکسیداسیون لیپیدی به صورت معناداری در گروه تحت درمان با روتین و H2O2 نسبت به گروه  H2O2 به 
تنهایی کمتر بود )P<0/05(. میزان فعالیت بتاگالاکتوزیداز درگروه H2O2 و آکریل آمید افزایش داشت. استفاده از روتین به همراه آکریل 

.)P<0/05( آمید، میزان فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز را به‌طور معناداری نسبت به گروه آکریل آمید کاهش داد
نتیجه‌گیری براین اساس، استرس اکسیداتیو به‌عنوان یک مکانیسم مهم در القای پیری در سلول‌های فیبروبلاست )NIH3T3( می‌تواند 

مطرح باشد. از طرفی، روتین )آنتی اکسیدانت قوی( می‌تواند با مهار آسیب اکسیداتیو از پیری جلوگیری کند.

کلیدواژه‌ها: 
پیری، روتین، آکریل 

آمید، استرس 
اکسیداتیو، فعالیت 
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بيماري‌زايي آن‌را افزايش داده است. از سوي ديگر، چندين مطالعه 
نشان داد آکريل آميد مي‌تواند باعث ايجاد سميت عصبي، سميت 
باروري ، سميت ژنتيکي، سميت ايمني و سرطان‌زايي در رده‌هاي 
سلولي يا مدل‌هاي حيواني شود ]5[. چندين آزمايش از استرس 
اکسيداتيو به‌عنوان يکي از مهم‌ترين مکانيسم هاي سميت آکريل 

آميد نام برده‌اند ]6 ،5[.

عدم تعادل بين عوامل اکسيدکننده و آنتي اکسيدان ناشي از 
انتشار راديکال‌هاي آزاد و گونه‌هاي اکسيژن فعال منجر به استرس 
اکسيداتيو و آسيب‌هاي ناشي از آن مي‌شود ]7[. آنتي اکسيدان‌ها 
جهش‌زايي،  از  و  داده  کاهش  را  اکسيداتيو  آسيب  مي‌توانند 
سرطان‌زايي و پيري عمدتاً به دليل فعاليت مهارکننده راديکال 

جلوگيري کنند ]8[. 

به هر ماده‌اي که سبب مهار يا به تأخير افتادن آسيب‌هاي 
مي‌گويند.  اکسيدانت  آنتي  باشد،  هدف  ملکول  در  اکسيداتيو 
بدن انسان داراي چندين مکانيسم براي مقابله با آسيب ناشي از 
استرس اکسيداتيو مي‌باشد ]9[. آنتی‌اکسیدان‌ها ترکیباتی هستند 
که می‌توانند با مسدود کردن مسیرهای تشکیل رادیکال آزاد یا 
جلوگیری از آسیب رادیکال‌های آزاد از طریق چندین مکانیسم 
از اکسیداسیون جلوگیری کنند و یا آن ‌را به تعویق اندازند ]10[. 
اسیدهای  فلاونوئیدها3،  مانند  آنتی‌اکسیدانی طبیعی  ترکیبات 
فنولیک4، کاروتنوئیدها5، پلی ساکاریدها6، و توکوفرول‌ها7 با حذف 
 .]11[ می‌کنند  بازی  را  کاهش‌دهنده  نقش  آزاد  رادیکال‌های 
اجزاي  از  ترکيبات، محافظت  اين  فيزيولوژيکي  نقش  بنابراين، 
سلولي در برابر آسيب واکنش‌هاي شيميايي ناشي از راديکال‌هاي 

آزاد مي‌باشد ]10[.

روتین)7 ،5 ،40 ،30 ،3-پنتاهیدروکسی فلاون-3-رامنوگلوکزید(8، 
یک فلاونول9 است که به وفور در گياهاني از قبيل گندم سياه، چاي 
و سيب يافت مي‌شود ]12[. روتين، فعاليت‌هاي دارويي زيادي از 
خود نشان مي‌دهد، از جمله آن‌ها اثرات آنتي‌باکتريال، ضدتومور، 
ضدالتهاب، ضداسهال، ضدزخم، ضدموتاژنيسيته، محافظ عضله 
قلبي، بازکننده عروق و تعديل کننده سيستم ايمني و محافظت 
کبدي مي‌باشند ]11[. در مطالعات مشاهده شده است نيمي از 
ذخاير روتين از لايه اپيدرم بالايي برگ گياه گندم سياه به دست 
مي‌آيد. غلظت روتين بلافاصله پس از تابش فرابنفش افزايش 
ميي‌ابد ]11[. اين يافته نشان مي‌دهد روتين نقش مهمي در زمان 
تابش فرابنفش دارد و اين يکي از نشانه‌هايي است که مي‌تواند ثابت 
کند فلاونوئيدها نقش محافظت از سلول در برابر تابش فرابنفش  

3. Flavonoids 
4. Phenolic acids
5. Carotenoids
6. Polysaccharides
 7. Tocopherol
8. 3,3′,4′,5,7-pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside
9. Flavonols

دارند. از سوی دیگر، فعالیت برخی پراکسیدازها10 مانند روتین 
گلیکوزیداز11 در شرایط استرس، سلول را از آسیب‌های اکسیداتیو 
محافظت می‌کند ]11[. مطالعات زیادی اثرات آنتی‌اکسیدانتی 
نشان  مطالعات  مثال:  به‌عنوان   .]13[ داده‌اند  نشان  را  روتین 
می‌دهد روتین از طریق فعالیت آنتی‌اکسیدانتی و با تنظیم بیان 
 -Sاز قبیل پارااکسناز-121 و گلوتاتیون ژن‌های آنتی‌اکسیدانت 
ترانسفراز13 موجب بهبود سمیت کبدی در موش‌های ویستار با 
کلسترول بالا می‌شود ]14[ در مطالعه‌ای دیگر روتین موجب 
کاهش استرس اکسیداتیو، آپوپتوز و التهاب ناشی از تتراکلرید 
کربن در موش می‌شود ]15[. همچنین مطالعات زیادی مؤید 
نقش مؤثر روتین )به علت اثرات آنتی‌اکسیدانتی( در جلوگیری از 

ایسکمیک14 در بافت‌های مختلف می‌باشد ]16 ،12[ . 

سلول‌های فیبروبلاست15ِ جنینی موش را در تمام بافت‌های 
موجود در موش می‌توان مشاهده کرد. این سلول‌ها نقش مهمی 
در رشد و توسعه اندام‌ها دارند. بنابراین، در مطالعات برون‌تنی 
مربوط به پیری سلولی و نیز مطالعات بررسی چرخه سلول از 
سلول‌های فیبروبلاست به‌عنوان مدل استفاده می‌شود )17(.  بر 
این اساس، مطالعه حاضر با هدف بررسی توانایی احتمالی آکریل 
آمید در القا استرس اکسیداتیو و پیری سلولی و نیز برای بررسی 
اثرات روتین در کاهش پیری سلولی ناشی از آکریل آمید در رده 

سلولی فیبروبلاست جنینی )NIH3T3( انجام شده است. 

روش‌ها

مواد شیمیایی

 ،8887 A ،روتین )سیگما، خلوص98( و آکریل آمید )سیگما
خلوص ≥ 98( از شرکت شیمیایی سیگما )سنت لوئیس، ایالات 
دیگر  معرف‌های  و  مواد  تمامی  آمریکا( خریداری شد.  متحده 
استفاده شده در این مطالعه از درجه دارویی و یا HPLC شرکت 

مرک تهیه شد.

کشت سلولی 

در این مطالعه آزمایشگاهی، سلول‌های فیبروبلاست جنینی 
موش مورد استفاده قرار گرفت. این سلول‌ها به‌عنوان یک مدل 
استفاده  قابل  سم‌شناسی  مطالعات  از  بسیاری  در  کارا  و  مهم 
می‌باشد ]17[. سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش رده سلولی 
سلول‌ها  این  شد.  تهیه  ایران16  پاستور  انستیتو  از   )NIH3T3(

10. Peroxidases
11.Rutin Glycosidase
12. Paraoxonase 1
13. Glutathione S-transferase
14. Ischemia Reperfusion
15. fibroblast
6. ATCC Number: CRL-1658 	
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دمای  با  انکوباتور  و   17  DMEM-HG سلولی  کشت  محیط  در 
37 درجه و CO2 5 درصد تکثیر شدند. پس از سومین پاساژ، 
سلول‌های تکثیر یافته در فلاسک به پلیت‌های 96 خانه )برای 
تستMTT 18( و پلیت‌های 6 خانه )برای سنجش بتا گالاکتوزیداز 
19و استرس اکسیداتیو( منتقل و به ترتیب با تعداد 104 × 2 و 105 

× 2 سلول کشت داده شدند. نمونه‌های آزمایشگاهی به صورت 
گروه‌های زیر طبقه‌بندی شدند: 

DMEM- در محیط کشت NIH3T3 گروه کنترل: سلول‌های
درصد  حداکثر 1  همراه  به   PBS( دریافت‌کننده حلال  و   HG

 )DMSO

)به  میکرومولار20  H2O2 با غلظت 400  مثبت:  کنترل  گروه 
مدت 2 ساعت( ]11[

گروه آکریل آمید: IC50 آکریل آمید )به مدت 2 ساعت( ]18[

گروه روتین + آکریل آمید: حداقل غلظت موثر )براساس پری تست و 
مقالات مشابه ]20 ،19[( روتین به همراه IC50 آکریل آمید

گروه H2O2+ روتین: H2O2 به همراه حداقل غلظت موثر روتین.

MTT ارزیابی سمیت سلولی با روش

 MTT برای ارزیابی سمیت سلول‌های تحت درمان، از روش
استفاده شد. بدین منظور سلول‌ها با غلظت‌های مختلف روتین 
)10، 25، 50 و 100 میکرو مولار( به مدت 24 ساعت تحت 
تیمار قرار گرفتند ]20[. تیمار سلول با آکریل آمید و  H2O2 به 
مدت 2 ساعت انجام شد. پس از انکوباسیون21، سلول‌ها دو بار با 
استفاده از PBS شست‌شو شدند. سپس محلول MTT اضافه شد 
و انکوباسیون مجدد در دمای 37 درجه سانتی‌گراد انجام شد. 
 DMSO در مرحله بعد پلیت تخلیه و 150 میکرولیتر محلول
به هرچاهک اضافه شد. در نهایت میزان جذب نوری با دستگاه 
نانومتر خوانده شد.  موج 570  در طول  میکروپلیت22  خوانش 
قابلیت زنده ماندن تمام گروه‌های تحت تیمار در مقایسه با گروه 

کنترل )100 درصد در نظر گرفته شد( گزارش شد ]21[.

ارزیابی میزان بروز فرایند پیری

با  بتاگالاکتوزیداز مرتبط  آنزیم  فعالیت  شناسایی کیفی 
  (SA-β-gal1( پیری

شده  پیر  سلول‌های  در  فقط  بتاگالاکتوریداز  آنزیم  فعالیت 

17. DMEM-HG: Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose
18. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
19. β-galactosidase
20. micromolar
21. incubation
23. Epoch™ Microplate Spectrophotometer, BioteK, USA

قابل تشخیص است. تشخیص این فعالیت وابسته به pH است 
و ارزیابی این فعالیت در pH6 انجام شده است ]22[. در این 
مطالعه، سلول‌ها در پلیت‌های 6 خانه کشت داده شدند و برطبق 
گروه‌هایی که قبلًا ذکر شد طبقه‌بندی شدند. پس از آن، سلول‌ها 
با استفاده از PBS دو بار شست‌شو داده شدند و سپس محلول 
تثبیت‌کننده )20 درصد فرمالدئید23 2 درصد گلوتارآلدئید24( به 
آن اضافه شد و به مدت 5 دقیقه در درجه حرارت اتاق انکوبه 
شدند. در مرحله بعد، محلول تثبیت‌کننده حذف شد و سلول‌ها 
دوبار با PBS شست‌شو داده شدند. سپس آن‌ها با رنگ‌آمیزی 
گالاکتوزیداز رنگ‌آمیزی و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد در طول 
شب )12 تا 16 ساعت( انکوبه شدند. سلول‌ها در زیر میکروسکوپ 
نوری با بزرگ‌نمایی 200x مورد بررسی قرار گرفتند. مشاهده 
رنگ آبی مایل به سبز تأییدکننده وجود سلول‌های پیر می‌باشد  

.]22[

با  مرتبط  بتاگالاکتوزیداز  آنزیم  فعالیت  کّمی  شناسایی 
 )SA-β-gal( پیری

 از کیت گالاکتوزیداز مخصوص موش25 برای تعیین فعالیت 
آنزیم بتاگالاکتوزیداز در سلول‌های جنینی موش استفاده شد. 
100 میکرولیتر استاندارد موجود در کیت با نمونه سوسپانسیون 
سلولی به هر چاهک اضافه شد و سپس به مدت 2 ساعت در 
از خارج کردن  انکوبه شدند. پس  دمای 37 درجه سانتی‌گراد 
اضافه  بیوتینه  آنتی‌بادی  میکرولیتر  چاهک، 100  هر  از  مایع 
شد. سپس انکوباسیون به مدت 1 ساعت در دمای 37 درجه 
سانتی‌گراد انجام شد. چاهک‌ها تخلیه و شست‌شو شدند. سپس 
100 میکرولیتر HRP-avidin (X1) به هر چاهک اضافه شد و به 
دنبال آن انکوباسیون دیگری به مدت 1ساعت در دمای 37 درجه 
سانتی‌گراد انجام شد. سپس، دوباره مراحل تخلیه و شست‌شو 
انجام شد و 90 میکرولیتر تترامتیل بنزیدین26به هر چاهک اضافه 
شد و آن‌ها در 37 درجه سانتی‌گراد به مدت 30 دقیقه در مکانی 
تاریک انکوبه شدند. در نهایت، 50 میکرولیتر محلول توقف به هر 
چاهک اضافه شد و میزان جذب نوری در طول موج 450 نانومتر 

با دستگاه خوانش میکروپلیت27 خوانده شد. 

اندازه گیری پارامترهای مرتبط با استرس اکسیداتیو

ارزیابی لیپید پراکسیداسیون

لیپیدی،  غشاهای  به  اکسیداتیو  آسیب  میزان  بررسی  برای 

23. Formaldehyde
24. Glutaraldehyde

  25. MyBioSource, betaGAL kit – Cat number: MBS 703814

26. 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine

27. Epoch™ Microplate Spectrophotometer, BioteK, USA 	 
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غلظت محصول نهایی پراکسیداسیون لپیدی28، مالون‌دی‌آلدهید29 
از طریق روش تيوباربيتوركي اسيد30 مورد ارزیابی قرار گرفت. 
در این روش، سلول‌‌ها همگن و با 800 میکرولیتر اسید تری 
کلرواستیک مخلوط شدند و با دور g 1500 به مدت 30 دقیقه 
سانتریفیوژ شدند. سپس 150 میکرولیتر تیوباربیتوریک اسید31 
به مایع ‌رویی اضافه شد و مخلوط به مدت 15 دقیقه در حمام 
آب جوش قرار داده شد. سپس 400 میکرولیتر ان-بوتانول به آن 
اضافه شد و در نهایت میزان جذب در طول موج 532 نانومتر با 

استفاده از دستگاه خوانش میکروپلیت خوانده شد ]23[.

 اندازه گیری محتوای گلوتاتیون

تری پپتید گلوتاتیون32 یکی از مهم‌ترین آنتی‌اکسیدانت‌های 
به هر دلیلی سطح آن در سلول  ذاتی سلول‌ها است. چنانچه 
کاهش یابد، نشان‌دهنده بروز آسیب استرس اکسیداتیو در سلول 
است ]23[. در این مطالعه، برای اندازه‌گیری غلظت گلوتاتیون 
مکانیکی  هموژنایزر  یک  از  استفاده  با  سلول‌ها  ابتدا  سلولی، 
شیشه‌ای همگن شدند. هموژن سلولی با بافر Tris-EDTA مخلوط 
شد و به آن DTNB افزوده شد و به مدت 15 دقیقه در دمای اتاق 
 3000g در مکانی تاریک انکوبه شد. سپس سانتریفیوژ در دور
دستگاه  با  رویی  مایع‌  جذب  و  شد  انجام  دقیقه  مدت 15  به 

28. Lipid peroxidation

29. MDA
30. Thiobarbituric acid
 31. TBA
32. Glutathione

اسپکتروفتومتر33در طول موج 412 نانومتر خوانده شد.

تحلیل آماری

نتایج بر حسب میانگین±انحراف معیار با حداقل سه بار تکرار 
 GraphPad گزارش شد. آنالیزهای آماری با استفاده از نرم‌افزار
Prism نسخه 8 و تحلیل واریانس یک‌طرفه تجزیه و تحلیل و 
استفاده  توکی  تعقیبی  آزمون  از  اختلاف  معناداری  در صورت 

می‌شود. سطح معناداری 0/05 در نظر گرفته شد.

یافته‌ها

نتایج ارزیابی سمیت سلولی

همان‌طور که در تصویر شماره 2 نشان داده شده است، آکریل 
در  را  سلول‌ها  ماندن  زنده  توجهی  قابل  به‌طور  توانست  آمید 
مقایسه با گروه کنترل کاهش دهد )P<0/001(. روتین در همه 
غلظت‌ها زنده ماندن سلول‌های تحت درمان با آکریل آمید را 
نسبت به گروه آکریل آمید افزایش داد )P<0/05(. همان‌طور که 
اطلاعات نشان می‌دهد،  H2O2  به عنوان کنترل مثبت نیز زنده 
ماندن سلول‌ها را به صورت معنادار نسبت به گروه کنترل کاهش 
داد )P<0/05(. بر اساس نتایج به‌دست آمده از MTT با توجه به 
این که بیشترین اثر محافظتی در غلظت 50 میکرومولار روتین 
مشاهده شد، این غلظت به‌عنوان غلظت مؤثر در سایر تست‌ها 

مورد استفاده قرار گرفت )تصویر شماره 1(. 

 33. Cary 60 UV-Vis spectrophotometer, agilent technologies

تصویر 1: نمودار بررسی اثر محافظتی روتین در سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش در تماس با آکریل آمید و H2O2 داده‌ها به صورت انحراف معیار±میانگین 
 .)P‌<‌0/001( اختلاف معنادار با گروه آکریل آمید ### .)P<0/05( اختلاف معنادار با گروه آکریل آمید # .)P<0/001( بیان شده‌اند. *** اختلاف معنادار با گروه کنترل
 ان‌اس: غیر معنادار. ACR: آکریل آمید )5 میلی مولار(. R 10: روتین با غلظت 10 میکرومولار. R 25: روتین با غلظت 25 میکرومولار. R 50: روتین با غلظت 50 

میکرومولار. 100 آر: روتین با غلظت 100 میکرومولار. 
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نتایج ارزیابی میزان بروز فرایند پیری

نتایج ارزیابی کیفی فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز مرتبط با 
)SA-β-gal( پیری

همان‌طور که گفته شد فعالیت آنزیم بتا گالاکتوزیداز یکی از 
بیواندیکاتورهای34 مهم در سنجش میزان پیری سلول‌ها می‌باشد 
افزایش می‌یابد. به دنبال  و میزان آن در سلول‌های پیر شده، 
بررسی کیفی سلول‌ها با میکروسکوپ نوری و همان‌طور که در 
تصویر شماره 1 مشخص شده است، تجمع بیشتر رنگ سبز-

آبی در سلول‌های تحت درمان با آکریل آمید و H2O2 )مشخص 
شده با فلش توخالی( در مقایسه با گروه کنترل مشاهده می‌شود 
که نشانگر افزایش در سطح فعالیت بتا گالاکتوزیداز می‌باشد. از 
طرف دیگر، تیمار سلول‌ها با روتین، موجب کاهش سطح فعالیت 
گالاکتوزیداز و در نتیجه کاهش تجمع رنگ شده است که این 

34. Bioindicators

قابل    H2O2+روتین و  آمید  روتین+آکریل  گروه‌های  در  تغییر 
مشاهده می‌باشد )تصویر شماره 2(.

نتایج ارزیابی فعالیت کمی آنزیم بتاگالاکتوزیداز مرتبط با 
)SA-β-gal( پیری

شناسایی کّمی فعالیت بتا گالاکتوزیداز در گروه‌های آزمایشی 
مختلف در نمودار تصویر شماره 3 نشان داده شده است. بررسی 
و   آمید  آکریل  گروه  داد  نشان  بتاگالاکتوزیداز  آنزیم  فعالیت 
است   )P<0/05( کنترل  گروه  با  معنادار  اختلاف  دارای   H2O2

که نشان‌دهنده اثر القایی آن در فرایند پیری سلولی می‌باشد. 
خوشبختانه تیمار سلول‌ها با روتین )در گروه روتین+آکریل آمید( 
به شکل چشمگیری این فعالیت را نسبت به گروه تحت تیمار با 
آکریل آمید به تنهایی کاهش داد )P<0/05( و بیانگر این موضوع 
است که روتین می‌تواند در فرایند پیری اثر محافظتی داشته باشد 

)تصویر شماره 3(. 

تصویر 2. رنگ‌آمیزی آنزیم بتا گالاکتوزیداز در سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش در pH6. )بزرگنمایی: 400×( فلش‌های توخالی نشان‌دهنده فعالیت آنزیم 
بتاگالاکتوزیداز در سلول‌های دچار پیری در گروه‌های تحت تیمار با آکریل آمید+H2O2 است.

تصویر 3. میزان میزان فعالیت آنزیم بتاگالاکتوزیداز در سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش در گروه‌های موردمطالعه. داده‌ها به‌صورت انحراف معیار±میانگین بیان 
شده‌اند. *** اختلاف معنادار با گروه کنترل )P<0/001(. ## اختلاف معنادار با گروه آکریل آمید )P<0/01(. ACR: آکریل آمید )5 میلی مولار(. روتین: با غلظت 50 

میکرو مولار.
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نتایج اندازه گیری پارامترهای استرس اکسیداتیو

نتایج آزمایش لیپید پراکسیداسیون 

یکی از پارامترهای بررسی استرس اکسیداتیو در این مطالعه 
بررسی میزان لیپید پراکسیداسیون در سلول‌های فیبروبلاست 
جنینی موش بعد از تماس با آکریل آمید می‌باشد. براساس تصویر 
شماره 4، با اندازه‌گیری میزان مالون‌دی‌آلدهید که محصول نهایی 
آکریل  با  تماس  شد  مشخص  می‌باشد،  پراکسیداسیون  لیپید 
آمید و H2O2 موجب افزایش MDA1 در سلول‌های فیبروبلاست 
جنینی موش می‌شود. در گروه‌های روتین+آکریل آمید و روتین+  
H2O2 میزان MDA به طور معناداری کمتر از گروه آکریل آمید 

به تنهایی و H2O2 به تنهایی بود )P<0/05( )تصویر شماره 4(. 

نتایج اندازه‌گیری محتوای گلوتاتیون

یکی دیگر از پارامترهای مورد ارزیابی در این مطالعه سطح 
گلوتاتیون سلولی در سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش بود .

با توجه به تصویرشماره 5، یافته‌ها نشان می‌دهد گروه آکریل 
آمید و گروه H2O2  به صورت معنادار )P<0/05(، سطح گلوتاتیون 
کمتری را نسبت به گروه کنترل دارد. استفاده از روتین+آکریل 
آمید نسبت به گروه آکریل آمید به‌طور چشمگیری موجب بهبود 
این آسیب شد و سطح گلوتاتیون بالاتری را موجب شد )05/

و   H2O2 با  درمان  تحت  گروه‌های  در  اتفاق  این  مشابه   .)P>0

تصویر 4. نمودار بررسی میزان پراکسیداسیون لیپیدی در سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش در گروه‌های موردمطالعه. داده‌ها به‌صورت انحراف معیار±میانگین 
 :ACR .)P<0/05( H2O2 اختلاف معنادار با گروه در تماس با $ .)P<0/01( اختلاف معنادار با گروه کنترل ** .)P<0/05( بیان شده‌اند. * اختلاف معنادار با گروه کنترل

آکریل آمید )5 میلی مولار( روتین: با غلظت 50 میکرو مولار.

تصویر 5. نمودار بررسی سطح گلوتاتیون در سلول‌های فیبروبلاست جنینی موش در گروه‌های موردمطالعه داده‌ها به‌صورت انحراف معیار±میانگین بیان شده‌اند. 
** اختلاف معنادار با گروه کنترل )P<0/01(. *** اختلاف معنادار با گروه کنترل )P<0/001(. # اختلاف معنادار با گروه آکریل آمید )P<0/05(. $$$ اختلاف معنادار 

با گروه در تماس با P<0/001( H2O2(. روتین: با غلظت 50 میکرو مولار: ACR آکریل آمید )5 میلی مولار(.
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روتین+ H2O2 مشاهده شد )P<0/05( )تصویر شماره 5(. 

بحث و نتيجه گيري

پیری یک فرایند ذاتی و پیشرو است که همراه با تجمع تدریجی 
در  هموستاز  و  عملكردی  کارایی  کاهش  و  مختلف  آسیب‌های 
سلول‌ها و بافت‌ها در طول زمان است ]24[. پیری سلولی ناشی 
از استرس اکسیداتیو یک حالت پایدار توقف چرخه سلولی است 
که در تکثیر سلول‌ها به‌عنوان پاسخی به شرایط استرس‌زا اتفاق 
می‌افتد. در سلول‌های پیر شده توقف تقسیم سلولی، مقاومت در 
آپوپتوز و اصلاح الگوی بیان ژن دیده می‌شود ]25[. این مطالعه 
سلولی  پیری  برون‌زای  القاکننده  یک  آمید  آکریل  داد  نشان 
می‌باشد که این اتفاق از طریق بررسی کّمی و کیفی فعالیت آنزیم 
بتاگالاکتوزیداز ارزیابی شد. همچنین بر اساس این مطالعه، استرس 
اکسیداتیو به‌عنوان یک مکانیسم مهم در القای پیری در سلول‌های 
فیبروبلاست جنینی موش NIH3T3 مطرح شد. از طرف دیگر، 
مشخص شد روتین )یک آنتی‌اکسیدانت قوی( می‌تواند با مهار 

آسیب اکسیداتیو پیری، از پیری جلوگیری کند. 

در بسياري از مطالعات پيري سلولي در چندين رده سلولي 
در  گالاکتوزيداز  بتا  فعاليت  است.  گرفته  قرار  تحقيق  مورد 
سلول‌هاي ناميرا مانند سلول‌هاي سرطاني غير قابل تشخيص 
است مگر اينکه اين سلول‌ها براي سنجش پيري با روش‌هاي 
ژنتيکي يا شيميايي دستکاري شوند ]22 ،21[. فيبروبلاست‌هاي 
جنيني براي ارزيابي پيري سلولي مناسب هستند، زيرا آن‌ها در 
همه اندام‌هاي حيوانات در دسترس هستند و به‌عنوان يک مدل 
در بررسي‌هاي مربوط به پيري سلولي مورد استفاده قرار مي‌گيرند 
]22[. پيري يک فرايند پيشرو است که همراه با تجمع تدريجي 
آسيب‌هاي مختلف، کاهش کيفيت عملکرد و هموستاز سلول‌ها و 
بافت‌ها در طول زمان است ]27 ،26[. پيري سلولي نقش کليدي 
در پيري و بيماري‌هاي مربوط به سن دارد ]28[. اندازه‌گيري 
آنزيم بتاگالاکتوزيداز در پيري از زيست‌نشانگرهاي35 مهم براي 
آنزيم  سنجش پيري در سلول‌هاي پستانداران مي‌باشد ]29[. 
بتاگالاکتوزيداز در سلول‌هاي دچار پيري شده36 در pH6 فعال 
 SA-β-gal مي‌باشد ]30[. در مطالعات برون‌تن و درون‌تن، روش
به‌طور گسترده‌اي به‌عنوان زيست‌نشانگر مهم در تشخيص پيري 
سلولي مورداستفاده قرار گرفته است ]31[. در مطالعه حاضر، 
کيفي  و  کّمي  روش‌هاي  از  استفاده  با  بتاگالاکتوزيداز  فعاليت 
اندازه‌گيري شد ]22[. اين نتايج مشابه مطالعه قبلي هستند که 
نشان داد آکريل آميد فعاليت گالاکتوزيداز و القا و پيري37 در 
سلول‌هاي اندوتليال رگ ناف انسان38 را افزايش مي‌دهد ]32[. در 
اين مطالعه نيز فعاليت آنزيم بتاگالاکتوزيداز در سلول‌هاي تيمار 

35. Biomarker
36.  Senescent Cells
37. Senescence	
38. HUVECs

شده با آکريل آميد و H2O2  افزايش يافت. همچنين اين دو گروه 
بيشترين و گروه‌هاي کنترل و گروه‌هاي تحت درمان با روتين 

کمترين ميزان رنگ‌‌پذيري را داشتند. 

در حال حاضر، عوامل زيادي در رابطه با بروز فرآيند پيري 
استرس  به  مي‌توان  آن  مهم‌ترين  از  که  است  مطرح  سلولي 
اکسيداتيو اشاره کرد. گونه‌ي فعال اکسيژن و راديکال‌هاي آزاد 
با ايجاد تغييرات در بيان يک‌ سري ژن‌ها و مسيرهاي هدايت 
پيام منجر به پيري سلول مي‌شوند. بنابراين استرس اکسيداتيو 
نقش مهمي در بروز پديده پيري ايفا مي‌کند ]33[. ميتوکندري‌ها 
به‌عنوان يکي از مهم‌ترين منابع توليد راديکال‌هاي آزاد مي‌باشند 
و به آسيب‌هاي ناشي از استرس اکسيداتيو نيز بسيار حساس 
مي‌باشند ]34[. مطالعات نشان مي دهند آسيب اکسيداتيو به 
ميتوکندري‌ها موجب القاي پیری سلولی39 و توقف تکثير سلولي 
بروز پيري سلولي دارد ]35 ،34[. در  شده و نقش مهمي در 
اين مطالعه پارامترهاي آسيب اکسيداتيو از قبيل ميزان ليپيد 
پراکسيداسيون و سطح گلوتاتيون مورد ارزيابي قرار گرفت. در 
يک مطالعه مشخص شد راديکال‌هاي آزاد با افزايش سطح مالون 
دي آلدهيد نقش مهمي در پيري مغز در مغز موش‌هاي مسن 
دارند ]36[. اين مطالعه نشان داد آکريل آميد مي‌تواند سطح 
ليپيد پراکسيداسيون را افزايش دهد که به خواص القاکنندگي 
استرس اکسيداتيو اين ترکيب نسبت داده مي‌شود ]38 ،37[. 
در  پراکسيداسيون  ليپيد  سطح  مؤثر  به‌طور  روتين  با  درمان 
گروه‌هاي روتين+آکريل آميد و روتين+H2O2 را کاهش داد که 
نشان‌دهنده نقش آنتي اکسيدانتي روتين در پيشگيري از فرايند 

پيري ناشي از آکريل آميد مي‌باشد. 

در  گلوتاتيون  غلظت  همکاران،  و  ساستر40  مطالعه  براساس 
سلول‌هاي دچار پيري کاهش ميي‌ابد ]39[. موجودات مانند پشه، 
مگس خانگي بالغ، مگس ميوه، موش، موش صحرايي و انسان‌ها 
تنها چند نمونه از موجوداتي هستند که در آن‌ها سطح گلوتاتيون 
به صورت وابسته به سن کاهش ميي‌ابد ]40[. يک رابطه منفي 
بين غلظت گلوتاتيون در مايع مغزي نخاعي و سن مشاهده شده 
است ]41[ که نشان‌دهنده نقش کليدي سطوح گلوتاتيون در 
روند پيري است. در اين مطالعه، گروه‌هاي سلولي تحت تيمار با 
آکريل آميد و H2O2 هر دو کاهش سطح گلوتاتيون را نشان دادند 
که با ساير مطالعات مشابه موافق است ]41 ،40[. به‌عنوان مثال، 
مطالعه‌اي روي عملکرد ايمني موش‌ها گزارش شد که آکريل 
آميد توانست سميت ايمني را از طريق کاهش غلظت گلوتاتيون 
)و افزايش پراکسيداسيون ليپيد( در طحال موش‌ها موجب شود 
]42[. نقش استرس اکسيداتيو در سميت ناشي از آکريل آميد در 

ساير مطالعات ثابت شده است ]43 ،38 ،37[. 

اثرات آنتي اکسيدانتي روتين در مقالات مختلف تأييد شده 

39. Cell Senescence
40. Sastre
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است و با توجه به داشتن خاصيت جاروب‌کنندگي راديکال‌هاي 
اثرات مضر  از  و  را خنثي کرده  آزاد  راديکال‌هاي  آزاد مي‌تواند 
استرس اکسيداتيو در بدن بکاهد ]44 ،13[. در اين مطالعه، نشان 
داده شد روتين با کاهش ليپيد پراکسيداسيون و افزايش غلظت 
گلوتاتيون در سلول‌هاي فيبروبلاست جنيني موش، نقش مهمي 
از آکريل آميد دارد. روتين يک  در حفاظت عليه پيري ناشي 
محصول طبيعي با سابقه اثبات شده از تجويز ايمن براي انسان 
مي‌باشد. بنابراين، مي‌تواند به‌عنوان يک جايگزين اميدوارکننده 
براي درمان باليني در مشکلاتي از قبيل پيري در نظر گرفته شود.

 اين مطالعه نشان داد آکريل آميد مي‌تواند باعث پيري در 
سلول‌هاي فيبروبلاست جنيني موش )NIH3T3( شود. استرس 
اکسيداتيو نقش مهمي در شروع پيري سلول ايفا کرد. علاوه بر 
اين، نتايج نشان داد روتين مي‌تواند به‌طور مؤثر پيري سلول را 
در سلول NIH3T3 از طريق کاهش استرس اکسيداتيو کاهش 
دهد، زيرا روتين يک ترکيب طبيعي با ايمني تأييد شده در انسان 
است. اثرات مفيد روتين ممکن است در کاهش عوارض جانبي 
آلودگي‌هاي غذايي مانند سميت آکريل آميد در انسان مفيد باشد.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

در این مطالعه کلیه اصول و استانداردهای کمیته ملی اخلاق 
رعایت شده است. این طرح در کمیته اخلاق دانشگاه علوم‌پزشکی 
گیلان با کد IR.GUMS.REC.1397.413 به ثبت رسیده است. 

حامي مالي

پژوهش حاضر با حمایت معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه 
علوم‌پزشکی گیلان انجام شده است.

مشارکت نویسندگان

تمامی نویسندگان حاضر استحقاق کافی برای حضور در این 
مقاله را داشته و در محتوای ارائه شده مسئولیت داشتند. طراحی 
تحقیق: احسان زمانی و مهدی عوضعلی‌پور؛ اجرای روش‌های: 
احسان زمانی و رضا جعفری شکیب و مهدی عوضعلی پور؛ اجرای 
روش کار: فروغ آقاجانی ترشکوه و سایه غلامپور؛ نگارش پیش 
نویس اولیه: احسان زمانی و فروغ آقاجانی ترشکوه؛ ویرایش و 

اصلاح مقاله: مهدی عوضعلی پور و احسان زمانی.

تعارض منافع

نویسندگان هیچ‌گونه تعارض منافعی در این پژوهش نداشته‌اند.

تشکر و قدردانی

این پژوهش به‌عنوان بخشی از طرح پایان‌نامه دکترای خانم 
سایه غلامپور و با حمایت معاونت تحقیقات دانشگاه علوم‌پزشکی 
گیلان انجام شده است که از معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه 

علوم‌پزشکی گیلان تشکر می‌کنیم .
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