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Background and Objective: The Osteoblast differentiation is an essential process that causes bone 

stability and homeostasis. Zingerone (ZG) 4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-butanone isolated from the 

ginger plant is involved in many biological processes and can be used to treat diseases as an anti-

inflammatory and antidiabetic agent. This study aims to identify ZG potential to bone tissue regeneration 

by investigating the effect of Zingerone on human umbilical cord stem cells (hUC-MSCs) and their 

differentiation into osteoblasts. 

Methods: In this cross-sectional study, the effect of Zingerone toxicity on 2×106 hUC-MSCs cells was 

investigated in 4 groups; one control group without any ZG and 3 groups threated with 50µM, 100µM and 

200µM ZG. Cell viability was evaluated by the MTT method after 24, 48 and 72 hours. The gene 

expression of miR-590 and Smad7 and differentiation markers such as Osterix (OSX) and runt-related 

transcription factor 2 (RUNX2) were investigated by quantitative real-time polymerase chain reaction 

(qRT-PCR). The expression level of this enzyme was checked by an alkaline phosphatase (ALP) reaction.  

Findings: Zingerone has significant proliferative effects on hUC-MSCs cells in 200µM (p<0.05). 

Zingerone positively affects the differentiation process of osteoblasts by influencing the expression of 

specific markers such as ALP (p<0.05 in 200µM), RUNX2 (p<0.001 in 200µM), and OSX (p<0.001). The 

expression of miR-590 is increased in 200µM (p<0.05), while that of Smad7 is decreased under the 

influence of different Zingerone concentrations (p<0.001). In fact, miR-590 suppresses Smad7 and helps 

the differentiation of osteoblast cells. 

Conclusion: The results of this study showed that Zingron causes the differentiation of osteoblast cells by 

increasing the expression of specific markers of osteoblasts (OSX, RUNX2 and ALP). In addition, 

increasing the expression of miR-590 suppresses Smad7 and helps the differentiation of osteoblast cells. 
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 دریافت:
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 پذیرش:
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 شود. زینگرونیند مهم و حیاتی است که باعث پایداری و هومئوستازی استخوان میآها فرمایز استئوبلاستت :هدف و سابقه

(ZG) 4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-butanone  یندهای بیولوژیکی و آشود در بسیاری از فرزنجبیل جدا میکه از گیاه

( و تمایز hUC-MSCsهای بنیادی مشتق از بند ناف انسانی )این مطالعه بررسی تاثیر زینگرون بر سلول از ها نقش دارد. هدفدرمان بیماری

 .باشدمیها ها به استئوبلاستآن
 1گروه بررسی گردید.  4سلول بنیادی مزانشیمی مشتق از بند ناف در  2×611زینگرون بر روی تاثیر در این مطالعه مقطعی  :هامواد و روش

با  hUC-MSCsهای میکرومولار مطالعه گردیدند. تاثیر زینگرون بر بقای سلول 211و  111،  01های گروه تیمار با غلظت 3گروه کنترل و 

 Osterix (OSX) و مارکرهای تمایزی مانند Smad7و  miR-590های ژنساعت بررسی گردید. بیان  22و  44، 24بعد از  MTTروش 

ای پلیمراز کیفی بررسی واکنش زنجیره (qRT-PCR) وسیله آزمایشه ب runt-related transcription factor 2 (RUNX2)و 

 میزان بیان این آنزیم بررسی گردید.  (ALP) وسیله واکنش آلکالین فسفاتازه شد. ب
میکرومولار داشت. زینگرون بر  211به خصوص درغلظت  hUC-MSCsهای داری اثر تکثیری بر سلولصورت معنیزینگرون به  ها:یافته

 RUNX2 (111/1>pمیکرومولار(،  211در  10/1>p) ALPداری داشته و بر بیان مارکرهای اختصاصی مانند ها اثر معنیتمایز استئوبلاست

 211در  miR-590 (10/1>pهای مختلف زینگرون ( تاثیر مثبت نشان داد. تحت تاثیر غلظت111/1>p) OSXمیکرومولار( و  211در 

 Smad7باعث سرکوب  miR-590(. در واقع p<111/1کاهش بیان را نشان داد ) Smad7میکرومولار( افزایش بیان پیدا کرده در مقابل 

 .کندهای استئوبلاست کمک میشده و به تمایز سلول
 (ALPو  OSX ،RUNX2) هایج این مطالعه نشان داد که زینگرون با افزایش بیان مارکرهای اختصاصی استئوبلاستانت گیری:نتیجه

های استئوبلاست شده و به تمایز سلول Smad7باعث سرکوب  miR-590 گردد. به علاوه افزایش بیانهای استئوبلاست میباعث تمایز سلول

  .کندکمک می
 .، آلکالین فسفاتازmiR590 ،Smad7ها، زینگرون، تمایز استئوبلاست های کلیدی:واژه

دانشگاه علمی مجله . Smad7 و miR-590 بیان بررسی و انسانی ناف بند از مشتق بنیادی هایسلول بر زینگرون استئوژنیک اثر .رمضانی مینا، پیراور زینب، ظفری امیرحسین: استناد

 . 21e :26 ؛1413 .علوم پزشکی بابل
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 مقدمه

ها (. این سلول1کنند )ها را حفظ میهای بنیادی مزانشیمی در افراد بالغ در مغز استخوان، بند ناف، بافت چربی و جفت وجود دارند و ذخایر این بافتسلول

های بنیادی مزانشیمی مشتق از و عضلانی را دارا هستند. سلول های غضروفی، چربی، عصبیها، سلولهای مختلف مانند استئوبلاستپتانسل تمایز به سلول

ر ردی زیادی دهای مربوط به مسائل اخلاقی، دارای ارزش کارب( به دلیل جدا شدن از منبع گسترده و قابل دسترس و نداشتن مولفهUC-MSCsبند ناف )

 (. 2د )نآیزمینه پزشکی به حساب می

افظتی بدن نقش های مکانیکی و حرکتی و محها به عنوان عضو سیستم اسکلتی و تجدید شونده بدن در ایجاد شکل بدن و پشتیبانی کننده فعالیتاستخوان

ها تضمین کننده عملکردهای متنوع آن است. (. حفظ هموئوستازی استخوان3های معدنی و تنظیم کننده متابولیسم هستند )دارند. به علاوه متعادل کننده یون

ها است از این رو کشف مسیرهای تمایزی و عوامل دخیل در آن ارزش ها اساس حفظ هومئوستازی استخوانهای بنیادی مزانشیمی به استئوبلاستتمایز سلول

 (. 4) زیادی دارد

دست ه به عنوان یک ترکیب غیر فرار در نتیجه خشک کردن زنجبیل ب4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-butanone ( ZGزینگرون )

 (. از جمله مهار رشد تومورها، اثرات ضد التهابی، آنتی اکسیدانی و 0ها وجود دارد )در سلامتی انسان ZGهای متعددی مبنی بر فواید آید. گزارشمی

بر تمایز به  ZG(. با این حال مطالعات روی اثر 6نام برد ) ZGتوان به عنوان فواید توسط تابش اشعه را میهای ژنتیکی و ضد آپوپتوزی القا شده ضد آسیب

ها گزارش شده است. های بنیادی مزانشیمی موش به استئوبلاستبر تمایز سلول ZGای اثر مثبت ها بسیار محدود است. به عنوان مثال در مطالعهاستئوبلاست

 (. 2دهد )رد این ترکیب را در طب ترمیمی نشان میکه نقش منحصر به ف

microRNA نوکلئوتیدی هستند که در عملکردی رقابتی با ناحیه  22تا  14ای غیر کد شونده های تک رشتهها توالیUTR,3  درmRNA  هدف

در تمایز و  miR-96اند. به عنوان مثال ان دادههای مختلفی را در تمایز و حفظ بافت استخوانی نش miRNA(. مطالعات مختلف نقش 4شوند )ترکیب می

های بنیادی مزانشیمی به تمایز سلول miR-214(. همچنین بیان زیاد 9نقش دارد ) Wntشکل گیری بافت استخوان موش از طریق مسیر سیگنالینگ 

  (.11کند )مهار می Wnt/β cateninها را از طریق سرکوب بتا کتنین و تضعیف مسیر استئوبلاست

همچنین در تومورزایی و متاستاز  Smad7(. نقش 11شود )از طریق تاثیر بر گیرنده آن می TGF-βباعث مهار  Smad7مطالعات نشان داده که  اخیراً

های التهابی و خود ایمنی التهابی (. به علاوه می تواند واسطه پاسخ12سرطان کولورکتال، سرطان سینه، ملانوما و اندومتریال کارسینوما مشخص شده است )

TGF-β  باشد. از طرف دیگرSmad7 های ها مشارکت داشته باشد هر چند نقش این فاکتور در تمایز استئوژنیک و مکانیسمتواند در تمایز استدوبلاستمی

ها، ها، کندروسیتهای مختلفی مانند استئوبلاستولتوانند به سلهای بنیادی مشتق از بند ناف می(. سلول13مشخص نشده است ) تنظیمی آن هنوز کاملاً

ردن تاثیر هدف مشخص کبا مطالعه  اینهای مختلف نقش داشته باشند. های دیگری تمایز یابند و با روش سلول درمانی در درمان بیماریها و سلولآدیپوسیت

  .انجام شدند ناف انسانی های بنیادی مشتق از بدر سلول Smad7و  miR-590استئوژنیک زینگرون و بیان 

 مواد و روش ها

. تایید شدIR.IAU.CTB.REC.1400.042 دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی با کد اخلاق کمیته اخلاق تجربی در -این مطالعه علمی

 FBS %11 همراه با مکمل DMEM/F12های بنیادی مشتق از بند ناف انسانی از بانک سلولی پژوهشگاه رویان خریداری شده و در محیط کشت سلول

های های مختلف زینگرون انجام شد. سلولها با غلظتهوا انکوبه شدند. القای استئوژنیک سلول %90و  CO2 0%گراد و اتمسفر درجه سانتی 32در دمای 

hUC-MSCs های با غلظتµM 01 ،µM 111  وµM 211  ساعت انکوبه شدند. گروه بدون زینگرون به عنوان کنترل در نظر  22زینگرون به مدت

 گرفته شد. 

انجام  ZGبه منظور بررسی سمیت سلولی  MTTتست : MTTهای بنیادی مشتق از بند ناف با روش بررسی تاثیر زینگرون بر تکثیر سلول

ساعت تیمار  22و  44، 24های مورد نظر زینگرون به مدت حفره کشت شده و با غلظت 96های سلول در پلیت 0×311شد. به منظور انجام این تست حدود 

 1( به هر چاهک اضافه شد. پس از انکوبه شدن به مدت Sigma-Aldrich) MTT %10/1 میکرولیتر محلول 211شدند. سپس محیط رویی خارج شده و 

های فورمازون به هر چاهک برای حل کردن کریستال( DMSO, Sigma-Aldrich) اکسیدساعت در دمای اتاق محیط رویی خارج شده و دی متیل سولف

 توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر )ترمو فیشر( اندازه گیری شد. nm 021در  (OD) دانسیته نوری در نهایتاضافه شد. 
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تیمار شده با  hUC-MSCsهای سلول RNAکل : ای پلیمرازها با روش واکنش زنجیرههای اختصاصی استئوبلاستبررسی بیان ژن

 cDNAبا استفاده از cDNAجدا سازی شد. سنتز  (Sigma-Aldrich) ساعت، با استفاده از محلول تریزول 22های مختلف زینگرون به مدت غلظت

reverse transcription kit   شرکت پارس توس صورت گرفت. واکنشqRT-PCR  با استفاده ازSYBR Green PCR Master Mix 

محاسبه گردید. از ژن بتا اکتین به عنوان کنترل داخلی استفاده شد. پرایمرهای  t∁ΔΔ−2ها با استفاده از فرمول انجام شد. بیان نسبی ژن Ampliconشرکت 

 اند. لیست شده 1مورد استفاده در این پژوهش در جدول 

 

 به استئوبلاست تحت تیمار با زینگرون hUC-MSCsهای پرایمرهای استفاده شده در تمایز سلول .1جدول 

هاژن R و F پرایمرهای  

CCCAGTATGAGAGTAGGTGTCC 

GGGTAAGACTGGTCATAGGACC 
RUNX2 

ACCCGTTGCCTGCACTCTC 

CACAATGTTCTCTCCCCAAGCT 
OSTERIX (OSX) 

GGGGGAGCTTATTCATAAAA 

CAGTGCGTGTCGTGGAGT 
miRNA-590 

TGTCCAGATGCTGTGCCTTCCT 

CTCGTCTTCTCCTCCCAGTATG 
Smad 7 

GGCATCCTCACCCTGAAGTA 

TGAGTGTAAGGACCCATCGGA 
β-actin 

 

 PBSها چند بار با های مختلف زینگرون، سلولتظبا غل hUC-MSCsهای روز از تیمار سلول 14پس از گذشت  آزمون سنجش آلکالین فسفاتار:

دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. سوپرناتانت )محلول رویی( جدا شده و با  12111لیز شدند و محلول فوق در  NP4Oداده شدند و توسط بافر لیز کننده  شستشو

با روش رنگ سنجی با استفاده از اسپکتروفتومتر مورد  nm  401استفاده از کیت آلکالین فسفاتاز )پارس آزمون، ایران( فعالیت آلکالین فسفاتازی در طول موج

 آزمایش قرار گرفت. 

با استفاده از تست  Mean±SDبه صورت  16نسخه  SPSSهای به دست آمده در نرم افزار تمام آزمایشات به صورت سه بار تکرار انجام شد. داده

ANOVA  یک طرفه و تستTukey Kramer post hoc 10/1و  آنالیز شدند>p دار در نظر گرفته شد.معنی 

 یافته ها

میکرومولار  211و  111، 01های در غلظت MTTنتایج تست : بنیادی مزانشیمی مشتق از بند ناف داردهای زینگرون اثر تکثیری بر سلول

میکرومولار  211ها است به ویژه در غلظت های بنیادی مزانشیمی مشتق از بند ناف نشان دهنده اثر تکثیری این ماده بر رشد و تکثیر سلولزینگرون بر سلول

ساعت دوکی شکل بوده و در شرایط مطلوبی از نظر  22ها پس از تیمار با زینگرون بعد از (. مورفولوژی سلولA1)شکل  (p<10/1) دار استاین افزایش معنی

 (. B1 رشد سلولی قرار داشتند )شکل

بر  ZGئوژنیک برای تعیین اثر است: شودها میها به استئوبلاستهای بنیادی مشتق از بند ناف با زینگرون باعث تمایز سلولتیمار سلول

ساعت  22بررسی شد. نتایج نشان داد بعد از  qRT-PCRبا روش  mRNAدر سطح  Osterixو  RUNX2های بیان ژن hUC-MSCsهای سلول

که در غلظت  طورینسبت به کنترل افزایش بیان داشته به  RUNX2میکرومولار(، بیان ژن  211و  01 ،111) ZGهای مختلف ها در غلظتتیمار سلول

µM 211 دهدتفاوت معنی داری نسبت به کنترل نشان می (111/1>p) بیان ژن .OSX  نیز نسبت به کنترل با افزیش غلظتZG یابد افزایش می

(111/1>p ) (. 2) شکل 
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و  04، 10ها بعد از بر سلول ZGهای مختلف تاثیر غلظت MTTنتایج تست  : hUC-MSCs.Aهای اثر زینگرون بر بقا و تکثیر سلول .1شکل 

 ساعت. 11بعد از  ZGبعد از تیمار با  hUC-MSCsهای مورفولوژی سلول :B ،ساعت 11
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
های در غلظت OSXبیان ژن  :A ساعت. 11بعد از  mRNAدر سطح  hUC-MSCsهای اثر استئوژنیک زینگرون بر سلول .1شکل 

های مختلف زینگرون نیز در غلظت RUNX2بیان ژن  :Bدهد. داری نشان مینسبت به کنترل افزایش بیان معنی ،میکرومولار( 133و  133، 03مختلف زینگرون )

 (.***p<30/3) شودداری نسبت به کنترل مشاهده میتفاوت معنی µM 133دهد. در غلظت افزایش بیان را نسبت به کنترل نشان می
 

 

که  افزایش بیان پیدا کرده در حالی miR-590های مختلف زینگرون از بند ناف تیمار شده با غلظتهای بنیادی مشتق در سلول
Smad7 برای تشخیص تاثیر زینگرون بر بیان : کندکاهش بیان پیدا میmiR-590  تستqRT-PCR  انجام شد. نتایج نشان دادmiR-590  به

 (p<10/1) دار بودنسبت به کنترل معنی µM 211صورت وابسته به دوز زینگرون نسبت به کنترل افزایش بیان داشت. به خصوص این افزایش بیان در غلظت 

 ZGبا افزایش غلظت  Smad7تست وسترن بلات انجام شد. سطح  Smad7بر میزان پروتئین  ZGهای مختلف غلظت ( . برای تشخیص تاثیرA3 )شکل

 Smad7و  miR-590دهند که ها نشان می(. این دادهC3و  B3 )شکل (p<111/1) داری را نشان داددر همه دورزها نسبت به کنترل کاهش بیان معنی

 کنند.القا شده توسط زینگرون تغییر می UC-MSCsهای در سلول

های های زینگرون بر سلولاثر استئوژنیک غلظت: های مختلف زینگرونا غلظتتیمار شده ب UC-MSCsهای بیان آکالین فسفاتاز در سلول

hUC-MSCs  بیان در  که این افزایش یابد به طوریروز کشت نشان داد که با افزایش غلظت زینگرون بیان آنزیم آلکالین فسفاتاز افزایش می 14بعد از

  .(4)شکل  (p<10/1) دار می باشددر مقایسه با کنترل معنی µM 211غلظت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
، 10ها بعد از  بر سلولZGهای مختلف  تاثیر غلظتMTT نتایج تست : hUC-MSCs.Aهای  اثر زینگرون بر بقا و تکثیر سلول.1شکل 

  ساعت.11 بعد از ZG بعد از تیمار با hUC-MSCsهای  مورفولوژی سلول:B ، ساعت11 و 04

A B  
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Figure 2. Osteogenic effect of ZG on hUC-MSCs cells at the mRNA level after 72 hours. A: The 

OSX gene expression in different concentrations of ZG (50, 100, and 200µM) increased significantly compared to the 

control group. B: The RUNX2 expression in different concentrations of ZG increased compared to the control. At the 

concentration of 200 µM, a significant difference is observed compared to the control (***p<0.001). 
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در  miR-590بیان  :Aکند. کاهش بیان پیدا می Smad7که  افزایش بیان پیدا کرده در صورتی ZG، miR-590تحت تاثیر  .0شکل 

تیمار شده با  hUC-MSCsهای در سلول Smad7بیان  :B ،میکرومولار( 133و  133، 03های مختلف زینگرون )تیمار شده با غلظت hUC-MSCsهای سلول

 (***p<331/3 و *p<30/3. )زینگرون میکرومولار 133و  133، 03های مختلف غلظت
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

میکرومولار  133. در غلظت روز 10بعد از  hUC-MSCsهای تحت تاثیر افزایش غلظت زینگرون در سلول ALPافزایش بیان  .0شکل 

 (*p<30/3بوده است )دار زینگرون افزایش بیان آلکالین فسفاتاز معنی

 بحث و نتیجه گیری

توجه به نقش این دو مارکر در های القا شده توسط زینگرون مشاهده شد. با در سلول Smad7و کاهش بیان  miR-590در این مطالعه افزایش بیان 

(. با توجه به تغییر 14کنند )شود را آشکار میاستئوبلاستی میهای های احتمالی که زینگرون باعث تمایز سلولها مکانیسمها، این دادهپروسه تمایز استئوبلاست

. زینگرون ترکیب طبیعی است که طی پروسه خشک کردن از (10) ها دارندسبک زندگی مردم تمایل بیشتری به استفاده از ترکیبات طبیعی برای درمان بیماری

(. به ویژه زینگرون اثرات مثبتی 12) دارد ضد اسهال و نند اثرات ضد التهابی، آنتی اکسیدانی(. زینگرون عملکردهای بیولوژیکی زیادی ما16شود )زنجبیل جدا می

در تمایز  ZGداد  (. به طور مشابه مطالعه ما نشان14ها در سطح سلولی و مولکولی داشته است )های بنیادی مزانشیمی موشی به استئوبلاستبر تمایز سلول

که در  RUNX2 نقش دارد. hUC-MSCsهای در سلول ALPو  RUNX2 ،OSXبیان مارکرهای تمایزی مانند ها به استئوبلاست با تحریک سلول

به عنوان مارکر کلیدی در مراحل اولیه تمایز  ALP(. 19ها گزارش شده است )شود، به عنوان القا کننده تمایز این سلولها بیان میها و کندروسیتاستئوبلاست

ها است که برای تشکیل استخوان و تمایز استئوبلاست( Zinc finger) فاکتور رونویسی حاوی انگشت روی OSX(. 21شود )گرفته میها در نظر استئوبلاست
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 miR-590ها آشکار کرد و این عملکرد از طریق بیان (. همسو با مطالعات گذشته این مقاله عملکرد تمایزی زینگرون را به استئوبلاست21ضروری است )

 miR-30cای ها دارند. به عنوان مثال در مطالعهنقش مهمی در تنظیم تمایز استئوبلاست RUNX2ها با هدف قرار دادن  miRNA(. 22شود )یتقویت م

 ها شده و به طور باعث پیشبرد تمایز استئوبلاست miR-590-5pدهد (. مطالعات جدید نشان می23ها افزایش بیان داشت )در طول تمایز استئوبلاست

با زینگرون  hUC-MSCsهای (. در این مطالعه تیمار سلول24گردد )می RUNX2، باعث حفظ و پایداری  SMAD7غیر مستقیم با هدف قرار دادن 

 Smad7ها است. در تمایز استئوبلاست RUNX2و حفاظت از  Smad7یم ظشد که نشان دهنده نقش احتمالی آن در تن miR-590باعث افزایش بیان 

های موشی های پره استئوبلاستدر سلول Smad7(. بیان بیش از حد 20و شکل گیری استخوان دارد ) TGF-β1نقش تنظیمی منفی در تنظیم سیگنالینگ 

ده بیان ش Smurf2با واسطه  RUNX2ها به دلیل کاهش بر تمایز استئوبلاست Smad7شود. تاثیر منفی داری در تشکیل استخوان میباعث کاهش معنی

و حفاظت از  Smad7بر  miR-590ها از طریق تاثیر به استئوبلاست hUC-MSCsهای است. نتایج ما نشان دهنده تاثیر زینگرون بر تمایز سلول

RUNX2 توان مرتبط با مسیر تنظیمی ها را میهای به دست آمده مسیر تمایزی این سلولاست. با توجه به دادهmiR-590/Smad7  .در نظر گرفت

 .ابراین پتانسیل کاربردی برای ترمیم استخوان را خواهد داشتبن

 تقدیر و تشکر 

ه شاهی پرسنل فعال و پر تلاش آزمایشگاه سلولی گروزهرا خانم دکتر معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی و از بدینوسیله 

   .گرددمیقدردانی زیست شناسی 
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