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 30/9/1397 تاریخ تصویب:      17/7/1397تاریخ دریافت: 

 چکیده
های استخراج شده و کاهش تنظیم سنتز کلاژن همراه است. استرول (MMP) متالوپروتئینازپیری پوست با افزایش تنظیم بیان ماتریکس 

تواند نشان از  پتانسیل مناسبی جهت خواص اند که این خواص میسرطان و ضدکسیدان گزارش شدهعنوان مواد ضدهای دریایی، بهاز جلبک
های استخراج شده از های پوست انسان، استرولچروک در پوست انسان باشد. در این تحقیق، جهت بررسی سنتز پروکلاژن در سلولضد

مورد سنجش  لیتربر میلی میکروگرم112و  56، 28، 14، 7، 5/3، 7/1 هایدر غلظت Gracilaria salicornia جلبک قرمز خلیج فارس
ماده دارویی، تست سمیت سلولی بر رده فیبروبلاست پوست انسان در قرار گرفت، همچنین برای تعیین دز قابل استفاده از این پیش

میکروگرم بر میلی لیتر از عصاره استرولی جلبک گراسیلاریا سالیکورنیا آزمایش  300و  150، 75، 5/37، 18، 3/9، 6/4، 3/2 هایغلظت
ها و نیز عدم سمیت این ماده در دزهای مورد نیاز های پوست با افزایش غلظت استرولج حاکی از افزایش سنتز پروکلاژن در سلولشد. نتای

لیتر را نشان داد، همچنین میکروگرم بر میلی 111های فیبروبلاست پوست انسان غلظت ها برای سلولعصاره 50ICدرمانی بوده است. 
 لیتر قابل مشاهده بودمیکروگرم بر میلی 112تا  75/1 هایداری در غلظتفزایش کلاژن پوست با سطح معنیها در ااثرگذاری عصاره

(0001/0>P) .رایند توانند نقش موثری بر کاهش فهای پوست، میهای استخراج شده بدلیل تاثیر بر سنتز پروکلاژن سلولاسترول بنابراین
 -ها در جهت استفاده از محصولات آرایشیسایر کاربردهای ترکیبات استرولی جلبک برای بیشتری پیری پوست بازی کنند. تحقیقات

 بهداشتی مورد نیاز است. 
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 مقدمه  . 1
پیری پوست باعث ایجاد چروک و از بین رفتن 

طور همان. (Kim et al., 2008)گردد ها میرنگدانه
شود، لایه درمیس پوست، که پوست دچار پیری می

دهد و در نتیجه از دست می الاستین و کلاژن خود را
ی پوست از بین رفته و منجر به ایجاد الاستیسیته
 طبیعیصورت ههای پوستی بچروک گردد.چروک می

 Reactive Oxygen) اکسیژن های فعالگونهبه 

Species (ROS)) وسیله که به شوندنسبت داده می 
چنانچه در شکل شود. های اکسیداتیو ایجاد میاسترس

کینازهای -میتوژن ،ROSاست، نیز آورده شده  1
 MAPK(Mitogen-activated  پروتئینی فعال شده

protein kinase )یکنندهکه رونویسی فاکتور فعال 
 .نمایدکند، تحریک میرا فسفریلید می 1پروتئین 
MAPK  ینازمتالوپروتئ ماتریکسکنندگی خود تنظیم 

(MMPs)  را که در کاهش کلاژن پوست شرکت دارد
 گرددمیو در نهایت موجب پیری پوست  برعهده داشته

(Fisher et al., 1996; Rittié and Fisher 2002.) 
MMPدهستن روی به وابسته اندوپروتئینازهای ها 

 سلولی خارج ماتریکس در هاکلاژن تخریب باعث و
-می فراهم را پوست از ساختاری حمایت که شوندمی

 را  Iنوع ، پروکلاژنMMP-1 خاص، طوربه. آورد
 رو،این از(. Fisher et al., 2001دهد )می کاهش

ه بنفش قرار گرفت ماوراء در برابر اشعه پوست زمانی که
 I نوع پروکلاژن سنتز شوند،می تحریک هاMMP و

 بنابراین،(. (Fisher et al., 2000 شودمی سرکوب
 سنتز ترویج و MMP-1 تولید بر کاهش مؤثر عوامل

 درمان و جلوگیری برای است ممکن I نوع پروکلاژن
 های شدید آفتاب مفیدهای آسیب دیده با اشعهپوست
 (.Wang et al., 2014) باشد

-چروک وجلوگیری از پیری پوست های یکی از راه

 هایباشند. عصاره، منابع فیتواسترول طبیعی میها
گیاهی غنی از ترکیبات شیمیایی گیاهی همانند 

 یدهاها، آلکالوئاسیدها، توکوفرولفلاوونوئیدها، فنولیک 
اکسیدانی بوده و به ها دارای فعالیت آنتیترپنمونو و

بهداشتی ضد -صورت گسترده در محصولات آرایشی
  (.Verschooten et al., 2006) روندچروک بکار می
 ایقهوه هایجلبک های جدا شده ازفیتواسترول

 Hizikia fusiformis مختلفی زیستی هایفعالیت 

 کاهش ،(Khanavi et al., 2012)  سرطانضد نظیر
 هایفعالیت و(Tapiero et al., 2003)  کلسترول

 اند.را از خود نشان داده (Lee et al., 2004) دیابتضد
 در آنزیم سازیفعال تواندمی فیتواسترول

 -نموده و همچنین، بتا تنظیم را هاکراتینوسیت
 های گیاهی هستند،استرولها که از انواع سیتوسترول

 .شوند استفاده پیری از جلوگیری برای توانندمی
 در دهکنناکسیدضد هایفعالیت دارای نیز هافوکسترول

 (. Lee et al., 2003) باشندمی بدن
گیاهان داروئی فعالیت بازدارندگی کلاژناز و الاستاز 

و کلاژن را  های الاستیندهند، که رشتهرا انجام می
ین اکسیدانی ناشی از اکند، و نیز اثرات آنتیتقویت می

تواند نقش حائز اهمیتی را در به تعویق گیاهان می
انداختن فرایند پیری پوست بازی کند و پتانسیل خوبی 

 . دداشته باشبهداشتی -در جهت پیشبرد اهداف آرایشی
دریایی به ی از گیاهان ها از منابع عظیمجلبک

دلیل داشتن آیند. امروزه این موجودات بهمی  حساب
ترکیبات متعدد و کاربردی که دارای اثراتی همچون 

-قارچی، ضدمیکروبی، ضداکسیدانی، ضدآنتی اثرات

اری توجه بسی ،باشند... می ویروسی، سیتوتوکسیک و
 از محققان و صاحبان صنایع داروئی، درمانی و

اند. از جمله بهداشتی را به خود جلب کرده-آرایشی 
ها را منبع خوبی برای تحقیقات ترکیباتی که جلبک

است، کاروتنوئیدها، فنل آزاد و همچنین گسترده نموده
باشد که اسید چرب با ساختار شیمیایی خاص می

توانند اکسیژن تکی های آزاد بوده و میجاذب رادیکال
اکسیدانی و آنتیرا دفع کنند و خاصیت 

 ;Gibbs et al., 2002) سیتوتوکسیسیته را بروز دهند

Raja et al., 2007; Kohen and Nyska, 2002; 

Poppel and Goldbohm, 1995). 
 اجزای هاکه استرول ییجااز آن خلاصه، طوربه

هستند، و با در نظر گرفتن نتایج  سلولی غشای ضروری
 یمبرس فرضیه این به توانیمهای محققین، میپژوهش

از قابلیت محافظت  های جلبکیاسترول که
-انسان در برابر تنش پوست طبیعی هایفیبروبلاست

در این  بنابراینباشند. های اکسیداتیو را دارا می
تاثیر ترکیبات استرولی حاصل از جلبک  تحقیق،

-ن سلولکلاژپروگراسیلاریا سالیکورنیا بر میزان تولید 

و نیز خواص سمیت وست انسان های فیبروبلاست پ
ی سلولی مذکور را مورد این ترکیبات بر ردهسلولی 
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 دهیم.بررسی قرار می
 

 ها. مواد و روش2
 نمونه یهته .2.1

 .Gracilaria salicornia (Cجلبک قرمز 

Award Dawson)  از منطقه جزر و مدی جزیره قشم
به های پلاستیکی درون بستهآوری شده و جمع

انتقال داده شد. الملل قشم دانشگاه بینآزمایشگاه 
-کنمکاملا ها ابتدا با آب شیرین شسته شده و نمونه

در ا هجلبکشدن ابتدایی پس از خشکزدایی گشتند. 
 ی، به دور از نور خورشید و آلودگی، به وسیلهدمای اتاق

لیوفیلیزه ( 6-50، مدل Lyolphaدرایر )-دستگاه فریز
  پس پودر شدند.س گشته و 

 

 گیریعصاره .2.2
ن ی حلال استوها از بافت جلبکی به وسیلهاسترول

گرم از جلبک خشک و پودر  10گیری شدند. عصاره
( C◦25لیتر از استون در دمای اتاق )میلی 100شده با 

و  خیسانده شده و به دور از نور خورشید درون ارلن
 -Buchi B)ساعت توسط دستگاه روتاری  72پس از 

درجه  40در دمای  (، ساخت کشور سوئیس491
 پرانی شد. حلال گرادسانتی
 

 یفیکیشنساپون .2.3

ها و این مرحله شامل ساپونیفیکیشن نمونه
از  پس. باشداستخراج بخش غیرقابل ساپونیفیکیت می

ی استونی بدست گرم از عصارهمیلی 5، پرانیحلال
میکرولیتر از متانول حل شده و سپس  500آمده، در 

ضافه ا به محلولمیکرولیتر هیدروکسید پتاسیم  500
درجه  60گردید. محلول به مدت یک ساعت در دمای 

یت قابل ساپونیفیکگراد قرار داده شد. بخش غیرسانتی
-رولیتر از هگزان عصارهمیک 500دو بار با اضافه نمودن 

گیری به کمک سانتریفیوژ کردن گیری شد. عصاره
ی بالایی محلول بعد از افزودن هگزان و جدا کردن لایه

 ها با استفاده از گاز نیتروژن تبخیر شدانجام شد. حلال

(Lu et al., 2007.) 
 

 Solid Phase) فاز جامد گیریعصاره .2.4

Extraction (SPE)) 
، Milfordکارتریج سیلیکا )ی اول، در مرحله

USA بالا بردن قدرت باند شدن با ترکیبات ( جهت
عصاره  لیتر هگزان شسته شد. میلی 5با  استرولی،

میلی لیتر از حلال  1در ی قبل، از مرحلهبدست آمده 
 . سپس( حل شدv/v،95:5 اتیل استات ) -هگزان

اتیل -لیتر از مخلوط هگزانمیلی 5فرکشن استرول با 
در پایان جهت ( شسته شده و v/v ،60:40استات )

با گاز نیتروژن  های خشک، حلالبدست آوردن عصاره
 (.Lu et al., 2007) ندتبخیر گشت

 

 .یپوست هایچروک یجادپوست و ا یبروبلاستبر ف ROS یرتاث یرمس – 1شکل 
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 کشت سلول .2.5
 رده سلولی فیبروبلاست پوست انسان

 )((Human Dermal Fibroblast (HDF  از 

ها در شد. ابتدا سلول تهیهی کشت آمریکا مجموعه
 2COدرصد  5گراد با درجه سانتی 37شرایط دمایی 

 هایدر محیط کشت، که محیط کشت مخصوص سلول
HDF ها پس از پاساژ کشت داده شدند. سلول ،باشدمی

سلول  1*410خانه با تراکم  96دادن در میکروپلیت 
ساعت جهت  24مدت در هر خانه کاشته شده و به

 ،انگشتند. پس از این زم چسبیدن به کف پلیت انکوبه
 ،18، 3/9 ،6/4 ،3/2 هایهای جلبکی با غلظتاسترول

ی برالیتر، میکروگرم بر میلی 300و  150، 75، 5/37
، 14، 7، 5/3 ،7/1 هایتست سمیت سلولی و با غلظت

لیتر جهت تست بر میلی میکروگرم 112و  56، 28
ساعت  72مدت پروکلاژن، به هر خانه اضافه شده و به

در ادامه پس از کشت درون انکوباتور باقی ماندند. 
ها، ابتدا تست سمیت سلولی و بعد از مشخص سلول
 هاها، تست پروکلاژن روی این سلولعصاره  50ICشدن 

 مورد آزمایش قرار گرفت.
 

 یداستروئ یباتترک ینسج یسازگار .2.6
های تهیه شده از انستیتو امریکا، در فیبروبلاست

 DMEM  (Dulbecco’s modified ofکشتمحیط 

Eagle medium )شوند. ترکیبات کشت داده می
استخراج شده برای تست سمیت سلولی آزمایشگاهی 

آماده  ISO 10993-12کوتاه مدت براساس استاندارد 
 24مدت خواهد شد. برای این منظور، هر ترکیب به

محیط  لیترمیلی 1گراد در درجه سانتی 37ساعت در 
 گردد.می کشت کامل انکوبه
آوری شده به کشت های جمعمحیط عصاره

صورت اولیه با تراکم فیبروبلاست پوست انسان که به
خانه کشت  96های چاهک/ سلول، در پلیت 100×4

-روش رقتهای مختلف و بهشوند، با غلظتداده می

ماند. ساعت باقی می 24و به مدت دهی، اضافه شده 
 Methyl)بر اساس متیل تترازولیوم تست رنگ 

Tetrazolium (MTT) برای ارزیابی میزان حیات )
ای هگرفت. فقط سلول سلولی مورد استفاده قرار خواهد

را به فرمازان کاهش بدهند،  MTTزنده قادر هستند 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate ) در که قابل حل

 570در طول موج  گیری جذب فورمازانهباشد. اندازمی
 Rubisهای زنده است )نانومتر متناسب با تعداد سلول

et al., 2008ر (. نتایج توسط میکروپلیت رید
(Perkin Elmerبا طول موج ، ساخت کشور امریکا )

 فرمولها با نانومتر خوانده شد. بازماندگی سلول 570
 .زیر مورد محاسبه قرار گرفت

*میزان جذب کنترل 100=  )%( هابازماندگی سلول
 منفی/ میزان جذب تیمار 

ها رسم شده و مقادیر های پاسخ غلظتمنحنی
50IC  با نرم افزارGraph Pad Prism 7.3  مورد

 بار تکرار شد. 5محاسبه قرار گرفت. هر آزمایش 
 

 یبروبلاستسنتز کلاژن در ف یتفعال .2.7
براساس  1تست سنتز پروتئین پروکلاژن نوع 

با تغییراتی  1992تانایاما و همکارانش در سال پروتکل 
آوری شده از تیمار ترکیبات انجام شد. سوپرنتنت جمع

 هایها و همچنین نمونهاستروئیدی با فیبروبلاست
درجه با  37شاهد، که به مدت سه روز در دمای 

ربن انکوبه شده بودند، براساس کاکسیددرصد گاز دی5
-با سه بار تکرار اندازه MK101دستورالعمل تاکارا، 

گیری شد. کنترل منفی به وسیله بافر و سوبسترا و 
 بدون آنزیم در نظر گرفته شد.

 

 . نتایج  3
استخراج  هایاسترول ینسج یسازگار .3.1

 شده
این بررسی با تست سمیت سلولی روی 

های پوست انسان مورد آزمایش قرار فیبروبلاست
، 75، 5/37، 18، 3/9، 6/4، 3/2 هایگرفت. غلظت

لیتر از عصاره استرولی بر میلی میکروگرم 300و  150
جلبک گراسیلاریا سالیکورنیا مورد سنجش قرار گرفت. 

های حاصل فیتواسترول 50ICآن بود که نتایج حاکی از 
 111از جلبک گراسیلاریا سالیکورنیا در غلظت 

 پوست انسان،های روی سلول لیترمیکروگرم بر میلی
تر های پاییندر غلظت بنابراین( و 2شکل باشد )می

فاقد سمیت بوده و جهت مصارف انسانی در محصولات 
 زارباشند. نتایج با نرم افبهداشتی قابل ارائه می-آرایشی

به نتایج  مربوط 3شکل آنالیز شدند.  3/7 گراف پد
 های فیبروبلاست تیمارمانی سلولندهز حاصل از درصد
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ل شکطور که در باشد، همانها میشده با فیتواسترول
میکروگرم بر  75شود، تا قبل از غلظت مشاهده می 3

 مانی بینداری در درصد زندهلیتر اختلاف معنیمیلی
ها( وجود ندارد فیتواسترول)فاقد  تیمارها و نمونه شاهد

-سمی بودن این ترکیبات در غلظتو این حاکی از غیر

  باشد.های پایین می
 

 تست پروکلاژن .3.2
ی ترکیبات فیتواسترولی حاصل از مجموعه

عصاره استونی جلبک گراسیلاریا سالیکورنیا اختلاف 
 پروکلاژن 1داری را در افزایش سنتز پروتئین نوع معنی

لیتر این میکروگرم بر میلی 28نشان داد. در غلظت 
درصدی سنتز کلاژن نسبت به  6/44 ترکیبات، افزایش

)فاقد ترکیبات فیتواسترولی( مشاهده شد.  نمونه شاهد
نتایج حاصل از آزمون آنالیز واریانس حاکی از اختلاف 

شاهد بود  یها نسبت به نمونهدار تمامی غلظتمعنی
 7/1 ها از غلظتکه این موید اثربخشی عصاره

لاژن ساز پروکلیتر بر سنتز پیشمیکروگرم بر میلی

تیمارها ) .G. salicorniaهای حاصل از جلبک پاسخ رده سلولی فیبروبلاست پوست انسان به فیتواسترول -غلظتنمودار  – 2شکل 

 .(بار تکرار مورد آزمایش قرار گرفتند 5با 

های حاصل از جلبک های رده سلولی فیبروبلاست پوست انسان در مقابل فیتواسترولمانی سلولنمودار درصد زنده – 3شکل 

G. salicornia (= ns دار، بدون اختلاف معنی**P< 0.01  و***P<0.001 ). 
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 باشد. پوست می
 

 گیری. بحث و نتیجه4
برای ارزیابی مقدار  Iکلاژن نوع پروبررسی سنتز 

های فیتواسترولی جلبک در معرض عصاره پروتئیناین 
ن عنواها به. کلاژنانجام شدگراسیلاریا سالیکورنیا 

 شوند، که پروکلاژن نامیدههای پیشرو تولید میمولکول
های پپتید اضافی ها حاوی توالیشود. این مولکولمی

در هر دو انتهای آمینو ترمینال و انتهای پایانه 
ود. این شد که پروپپتید نامیده مینباشکربوکسی می

انه سه گها در طی ترشح آن از مولکول کلاژن پروپپتید
 ایهای سه حلقههیلیکس جدا شده و پس از آن کلاژن

 های کلاژن خارج سلولی پلیمریزاسیونپلیمر به فیبریل
شوند. بنابراین مقدار پروپپتید آزاد استوکیومتریک می

 دهدنشان می سنتز شده راهای کلاژن مقدار مولکول
(Kim et al., 2008). ی استرولی جلبک قرمز عصاره

صورت وابسته را به Iخلیج فارس، گسترش کلاژن نوع 
به دوز افزایش داد، که با توجه به تست سمیت سلولی 

های های بسیار پایین تا غلظتانجام شده، در غلظت
لیتر هم قابل استفاده بوده میکروگرم بر میلی 110زیر 

های لوو تاثیرات بالایی بر افزایش سنتز کلاژن در سل
-هتوان این جلبک را بمی بنابراین .باشدپوست دارا می

ع طبیعی استرول، جهت ساخت مواد آرایشی بنوان منع
و  Saeidniaبرداری قرار داد. و بهداشتی مورد بهره

ی اتیل باکتریایی عصارهاثرات ضد (2009)همکاران 
این جلبک را مورد سنجش قرار دادند و نتایج  استاتی

نشان داد که این جلبک در مقابل باکتری 
Staphylococcus aureus  توانایی مقابله داشته و

 هایباشد. استرولباکتریایی نیز میدارای خواص ضد
استخراج شده از گراسیلاریا سالیکورنیا که از سواحل 

-22آوری گشته بود، شامل شمالی بندرعباس جمع

dehydrocholesterol،cholesterol ،oleic acid  
ی غنی بودن دهندهاست که نشان stigmasterolو 

باشد ساکاریدهای کلسترول میاین جلبک از پلی
(Nasiri et al., 2011.) ای که در مطالعهTabarsa  و

های جلبک انجام دادند، از میان گونه (2012) همکاران
دارای بیشترین میزان اسید  G. salicorniaدریایی، 

سه برابر  ( بود که تقریباً%16/36چرب اشباع نشده )
 ( محاسبه شد. 5/11%)  Ulva lactucaاز بیشتر

اسید اولئیک در این کلاس فاکتور مهمی بود. آنالیز 

 دست آمده ازهی آبی بفیتوشیمیایی عصاره

 G. salicornia التهاب را باکتری و ضدضد که اثرات
نیز از خود نشان داد، وجود استروئید، آلکالوئید، 

ید آمینه نوئید، اسوساپونین، فنول، پروتئین، تانین، فلاو
 Paramsivamو ترپنوئیدها را مورد تایید قرار داد )

, 2016et al..)  بررسی اثر ترکیبات فنولی دو گونه از
 و همکاران Ghannadiجلبک گراسیلاریا که توسط 

ی وجود دهندهمورد مطالعه قرار گرفت، نشان (2016)
های سرطانی سلول یخواص سمیت سلولی بر رده

HT-29 ،HeLa و MCF-7 باشد، همچنین در این می
 اکسیدانی این ترکیبات نیز به اثباتتحقیق خواص آنتی

ترکیبات تانین و در   G. corticataی رسید. در گونه
ها فراوانی ها و استرولتریترپن G. salicornia یگونه

بیشتری را دارا  بودند. همچنین عصاره هیدروالکلی این 
 یاکسیدانی داشته و نیز با ردهجلبک خواص آنتی

 نماید.مقابله می MCF7سلولی سرطان پستان 
-می MMP-9و  MMP-2ژلاتینازها، که شامل 

 ها نشانگردد. گزارشباشد، موجب تخریب پوستی می
های آسیب دیده با آفتاب به داده است که پوست

 داری افزایش سطح ژلاتیناز فعال صورت معنی
(MMP-2  وMMP-9را نسبت به پوست ) هایی که به

 باشداند، دارا میصورت طبیعی دچار پیری شده
(Chung et al., 2001.)  مطالعات آزمایشگاهی

 Corallinaی متانولی جلبک دریاییعصاره

pilulifera   نشان داد که این عصاره توانایی ممانعت
و همچنین بیان  UVاز استرس اکسیداتیو ناشی از 

MMP-2  وMMP-9 های پوست در فیبروبلاست
 . این مطلب به روشنی پیشنهادانسان را دارا است

ی نقش ترکیبات جلبکی در مهارکنندگی دهنده
MMP باشدمی (Bomi et al., 2009از آن .)که  جا

تواند اهمیت زیادی در از بین بردن و یا این توانایی می
به تاخیر انداختن پیری پوست که از عوارض آن ایجاد 

فاده است بنابراینداشته باشد،  ،های پوستی استچروک
چروک ارگانیک های ضدها در تولید کرماز این عصاره

تواند گامی موثر در جایگزینی مواد طبیعی با منشاء می
 یایی با ترکیبات شیمیایی باشد.در

ا به هفیتواسترول کاربرد در تحقیق بالینی که
بر پوست انسان را مورد بررسی قرار  Eهمراه ویتامین 
ی اثر مهار کنندگی این دهندهنشان داده بود، نتایج

بوده COL1A2 و  COL1A1 هایمواد بر بیان ژن
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عمل  MMP-9و  MMP-2ها همچون است، این ژن
 د. باشنهای پوست اثرگذار مینموده و در تخریب سلول

 
 . قدردانی6

از مجتبی نادری )دانشگاه بین الملل قشم( و 

ملیکا ناظمی )پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای 
عمان( که در طی انجام این تحقیق مساعدت نمودند، 

آید. همچنین از عمل میهکمال تشکر و قدردانی ب
ای مرکز هآکونیا و کلیه متخصصین و تکنیسینآلبرتو 

ین دریغ در اتحقیقات دانشگاه ویگوی اسپانیا که بی
  مسیر همراهی کردند، سپاسگزارم.
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