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Abstract 

Background: Selenium is a unique trace element which is beneficial on inflammatory 
underlining diseases. Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) pathways regulate several cellular 
functions including inflammation, cell differentiation, migration, and apoptosis. This study aimed to 
find out the pathway(s) by which Selenium modifies inflammatory events in oxidative or thrombotic 
induced stress in platelets. 

Material and Methods: This is a basic-experimental study on human platelets obtained from 
30 healthy individuals (age 35±12). The phosphorylation rate of P38MAPK, c-Jun N-terminal Kinase 
(c–JNK), and Extracellular Signal-Regulated Kinases1/2(ERK1/2) as three important proteins in 
MAPK family and P-selectin were measured in presence or absence of selenium by ELISA (solid 
phase sandwich Enzyme Linked-Immuno Sorbent Assay).  Pharmacological inhibition was done by 
inhibitors of P38MAPK, ERK1/2 and c- JNK in order to compare with selenium effects. The 
percentage of ratio of phosphorylated to total protein was used for normalizing the phospho protein 
contents of platelets. 

Results: Selenium significantly reduced P-selectin expression (p<0.05), P38MAPK (p<0.05) 
and c- JNK phosphorylation (p<0.05) induced by cu2+oxidized LDL in platelets but Se could not 
significantly reduce thrombin induced P-selectin despite of decreasing in mentioned phospho-proteins.  

Conclusion: Our results indicated that Selenium can reduce inflammation via suppression of 
p38MAPK-dependent signaling pathway. These results may provide insights related to development of 
novel Selenium therapies in atherosclerosis. 
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 اکسید شده را با اثر بر LDLهاي فعال شده با  سلنیوم التهاب در پلاکت
 دهد  کاهش میp38MAPKمسیر 
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 چکیده
د مسیر هاي التهابی اثر مثبت دار سلنیوم عنصر منحصر به فردي است که در بهبود بیماري: زمینه و هدف

اعمال سلولی شاملپرولیفراسیون، تمایز، مهاجرت و آپوپتوز را )  پروتئین کینارهاي فعال شونده با میتوژنMAPK(التهابی
هایی است که در معرض  هدف از این مطالعه پیدا کردن مکانیسم اثر سلنیوم بر وقایع التهابی در پلاکت. کند تنظیم می

 . گیرند ک قرار میاسترس اکسیداتیو یا عوامل ترومبوتی
 نفر 30هاي انسانی به دست آمده از  باشد که روي پلاکت تجربی می–اي  این مطالعه یک مطالعه پایه:ها روش مواد و

ها تغییرات سطح فسفوریلاسیون سه پروتئین مهم  انجام شده است در این پلاکت) 35±  12سن (فرد سالم
 ERK1/2(Extracellular signal-regulated  وp38، c-JNK)(c-jun kinaseیعنی MAPKمسیر

kinases1/2)  و میزان بیان p- روش الایزاي ساندویچی مورد اندازه  و عدم حضورسلنیوم با سلکتین پلاکتیدر حضور
هاي کلاسیک کینازهاي مربوط به   مهار دارویی براي مقایسه اثر سلنیوم با مهار کننده.گیري قرار گرفت

نسبت درصد فسفریله به توتال براي نرمالیزه کردن نتایج  .اعمال شد JNK و p38،ERK1/2فسفریلاسیون
  .در ارائه نتایج مورد استفاده واقع شد ها محاسبه و فسفریلاسیون پروتئین

دار در   پلاکتی را به طور معنی ERK1/2وp38 ،JNK سلکتین و سطح فسفریلاسیون -p سلنیوم بیان:ها یافته
رغم   سلکتین پلاکتی را علی -pسلنیوم نتوانست سطح). p>05/0(کاهش داد ox-LDL هاي تحریک شده با پلاکت

دار کاهش  هاي فعال شده با ترومبین به طور معنی در پلاکت ERK1/2و  p38،JNK کاهش در سطح فسفریلاسیون
  .دهد

سیر پیام رسانی وابسته تواند التهاب را از طریق کاهش  سرکوب م هاي ما نشان دادند که سلنیوم می  یافته:نتیجه گیري
این نتایج باعث توسعه دیدگاه سلنیوم درمانی در تخفیف التهاب ناشی از استرس اکسیداتیو در .  اعمال کند p38به

  .دشو هاي قلبی عروقی می بیماري
  سلنیوم  آترواسکلروز، پروتئین کیناز فعال شونده با میتوژن،:واژگان کلیدي
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  مقدمه
آترواسکلروزیس یکی از علل مهم مرگ و میر 

ها نه تنها در  پلاکت. )1(هایی با زمینه التهابی است در بیماري
هاي  هوستاز و انعقاد خون بلکه در تشکیل پلاك

ها  پلاکت. کنند قش مهمی ایفا میآترواسکلروتیک نیز ن
ها  ا آزاد کردن سیتوکینبشروع برخی مسیرهاي التهابی را 

هاي  تحریک گیرنده. )2(کنند واسطه گري می
 برخی آبشارهاي Toll-like receptor (TLRs)خانواده

فعال شدن وابسته به استرس "فسفریلاسیون را در پروسه
اولین هدف . )3(کند ها راه اندازي می  پلاکت"اکسیداتیو

 (RNS) و نیتروژن(ROS)هاي آزاد اکسیژن رادیکال
هاي غشایی این   پروتئین"هاي پلاکتی مخصوصا پروتئین

  .)4(هاي بدون هسته هستند سلول
-ox)هاي کم چگال اکسید شده لیپوپروتئین

LDL)هاي آزاد اکسیژن در پروسه   با افزایش رادیکال
 پر اکسیداسیون کنند و نیز در تشکیل پلاك مداخله می

چنین  هم. ها نقش اساسی دارند لیپیدها و فعال سازي پلاکت
 باعث ox-LDLدر مطالعات قبلی دیده شده که تراکم 

ها و افزایش حساسیت و تجمع  کاهش نیمه عمر پلاکت
هاي خون محیطی مستعد  پلاکت. )6 ،5(شود پلاکتی می

ها که  کاسپاز.)7(آسیب با عوامل اکسیدان و آپوپتوز هستند
روند واسطه این  شمار میه گروهی از سیستئین پروتئازها ب

ها در سطح خارجی   با بیان فسفاتیدیل سرینپروسه هستند و
  .)8(ها درمراحل اولیه آپوپتوز همراهند سلول

p-هاي چسبندگی مهم و سلکتین یکی از مولکول 

هاي  سلول سطح مارکر التهابی شناخته شده است که در
 سلکتین -pاین نوع اخیر. شود می ها بارز لاکتپ اندوتلیال و

 نامیده platelet P-selectin/p-Pselectin)(پلاکتی 
اندوخته   هاي آرمیده هاي پلاکت شود و در گرانول می
 -pشود که به  به آرامی در خون آزاد می  و)9(شود می

مقادیر  . معروف است(s-p-selectin)سلکتین سرمی
ها   محض تحریک در سطح پلاکتزیادي از این پروتئین به

دهد که خانواده پروتئین  شواهد جدید نشان می .شود بیان می
 Mitogen Activatedکینارهاي فعال شونده با میتوژن

Protein Kinase (MAPK)  در وقایع التهابی نقش
 p38MAPKو c- JNK، ERK1/2)10(کلیدي دارند

که  نکه به محض ای )11(سه عضو مهم این خانواده هستند
 )12(قرار گرقتن پلاکتها در معرض استرس اکسیداتیو

 فاکتورهاي یا و التهابی هاي سیتوکین شوکاسمتیک،

شوند و برخی آبشارهاي التهابی را   فسفریله می)13(رشد
  .کنند فعال می

ترین عامل فعال کننده  ترومبین به عنوان قوي
 )14(طور وسیع مورد مطالعه قرار گرفته استه ب ها، پلاکت
و همکارانش نشان دادند که ترومبین ازپروتئاز فعال  رکس

 protease activated receptor 1شونده با گیرنده

and 4 (PAR1/4)ها استفاده   براي فعال کردن پلاکت
 p38MAPK-NF-κB signalingبه  کند که نهایتا می

در مطالعه آنها کینتیک فسفریلاسیون ) 14، 13(شود منجر می
c-JNK،ERK1/2  وp38MAPKهاي فعال   در پلاکت

 و )15 ،14( مقایسه گردیدox-LDLشده با ترومبین و
هاي  هاي التهابی در پلاکت تفاوت فسفریلاسیون این پروتئین

  .در معرض این دو آگونیست با اثبات رسیده است
 P38kinase، ERKهاي کلاسیک  مهار کنننده

kinase و JNK به ترتیب PD980559،SB203580 و 
SP6000125 هستند که به طور شایع براي مطالعه 

روند و به عنوان   به کار می MAPKمسیرهاي التهابی
  .)16(کاربرد دارندعوامل ضد التهابی 

سلنیوم جزئی از آنزیم گلوتاتیون پر اکسیداز 
ها را در مقابل اثرات لیپید پراکسیدازي  که سلول. )17(است

ادي مبنی بر  شواهد زی)18(کند ها محافظت میROSوسیع 
سودمندي استفاده از سلنیوم در بیماران مبتلا به فشار 

 و )21( برخی اشکال سرطان)20( آترواسکلروز)19(خون
سلنیوم نقش تنظیم باشد  هاي التهابی در دسترس می بیماري

رغم  علی. )22(کنندگیدر سیستم آنتی اکسیدانیو التهابی دارد
ایط مختلف مورد این که نقش سلنیوم به طور گسترده در شر

ها  مکانیسم اثر سلنیوم و سلنوپروتئین. مطالعه قرار گرفته است
کمتر مورد توجه بوده هدف از این مطالعه بررسی مکانیسم 

 سلکتین را -pاثر سلنیوم بوده و این که چگونه سلنیوم بیان 
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دهد و التهاب ناشی از عوامل  ها کاهش می در پلاکت
چنین به . کند  راکم میترومبینیا  oxLDLمحرك مانند 

رسد که سلنیوم مقابله با عوامل اکسید کننده و تثبیت  نظر می
وضعیت اکسیداسیون و احیا را نه تنها با واسطه آنزیم 
گلوتاتیون پراکسید از بلکه با اثر بر روي فعالیت کینازها و یا 

ترین   به عنوان شناحته شدهMAPKفسفریلازهاي خانواده 
  .)23(کند اعمال میهاي التهابی  مسیر

  
  ها مواد وروش

هاي  این مطالعه یک مطالعه بنیادي بر روي پلاکت
 داوطلب 35هاي خون کامل وریدي از  نمونه. انسانی است

 روز گذشته هیچ نوع مداخله پزشکی 30سالمی که در طول 
براي شرکت ) 35±12سن (تمام داوطلبان. نداشتند گرفته شد

ها  چنین نمونه هم. م کردنددر مطالعه آمادگی خود را اعلا
مطابق با قوانین کمیته اخلاقی دانشگاه علوم پزشکی تبریز 

 40سلکتین سرمی بیش از -pاعمال معیار . تهیه گردیدند
 نمونه از مطالعه 5لیتر منجر به خروج  نانوگرم در میلی

 cellها از شرکت ها و مهار کننده تمام کیت. گردید

signalingخریداري شد  .  
  
  یه پلاکتته

هاي خون کامل به محلول سیترات  نمونه
مولار   میلی85 سیتریک اسید، مولار  میلی65(دکستروز

) v/v 1/9:8/1مولار گلوکز به نسبت  میلی111سیترات و 
 دقیقه در دماي 8 به مدت g× 200اضافه شد و سپس در 
و در مایع ) سانتریفوژ مدل بکمن(اتاق سانتریفوژ گردید

 platelet rich) نی از پلاکترویی پلاسماي غ

PRPplasma)حاصل شد و سپس در دور g × 2000 به 
رسوب . گراد سانتریفوز شد  درجه سانتی4 دقیقه در 20مدت 

 NaClمولار میلی 140(پلاکتی به دست آمده در بافر تایرود

 /NaHCO34  مولار میلی KCl 12 مولار میلی 3، 
 CaCl2 ،1مولار  میلیNaH2PO4 1 مولار میلی0

) pH 7.4مولار گلوکز و   میلی6/5 و MgCl2مولار  میلی
. لیتر سوسپانسیه شد  عدد پلاکت در هر میلی5×109با غلظت

 ,Beckman Coulter, Brea, CA)از کولتر کانتر مدل

USA). میانگین . ها استفاده شد  براي شمارش پلاکت
ها تفاوت معنی دار  ها در هیچ یک از گروه تعداد پلاکت

   = p).548/0(نداشت
  LDLاکسیداسیون 

LDL10( تجاریدر مقابل بافر فسفات نمکی 
 NaCl, 7/2 مولار میلیNaH2PO4, 120 مولار میلی
 دیالیز گردید و سپس در )pH 4/7و  ,KCl مولار میلی

 ساعت و 24 میکرومولار به مدت 10مجاورت سولفات مس 
 مالون دي آلدئید به. گراد انکوبه شد  درجه سانتی37در 

عنوان اندکس پراکسیداسیون لیپیدي مورد اندازه گیري قرار 
  . گرفت

ها و مهار  ها با فعال کننده انکوباسیون پلاکت
  ها و سلنیوم کننده

هاي آماده شده در سه گروه جداگانه  پلاکت
گروه کنترل یا . تقسیم بندي شدند

 بدون هیچ انکوباسیون، restingplatelet (RP)آرمیده
 میکروگرم در هر 50هاي تحریک شده با  تگروه دوم، پلاک

 oxLDLcu2+-oxidized treated plateletsلیتر میلی

(OP)واحد 5/0هاي تحریک شده با   و گروه سوم پلاکت 
 Thrombin-activated plateletsلیتر ترومبین در میلی

(TP)دقیقه براي 10ها به مدت   بودند انکوباسیون با محرك 
سلکتین –p  ساعت براي بیان24 و ها مطالعه فسفو پروتئین

ها  پلاکت مقدار لازم محرك براي فعال کردن. انجام شد
-Dual(پس از تست تجمع پلاکتی با اگریگومتر

Channel Laser Platelet Aggregation 
Analyzer/Counter Biola, 

Russia,Moscowتعیین شد.   
 سلکتین - pبراي بهتر روشن شدن اثر سلنیوم، بیان

 c-JNKوp38، ERK1/2لاسیون هر سه پروتئین و فسفری
 100 قبل و بعد از انکوبه کردن با TP و OPدر دو گروه 

چنین جهت  هم. گیري شد نانو مول در لیتر سلنیوم اندازه
هاي  ي اثر مهارکنندگی سلنیوم با ضد التهاب مقایسه

 نانو مول در هر لیتر 5×103انکوباسیون با -کلاسیک، پیش
SB203580) 5633ه کاتالوگ شمارcell signaling( ،
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400 nM 400نانومول در لیتر SP6000125 ) شماره
مول در لیتر   میکرو10و ) 8177cell signalingکاتالوگ

PD980559) 9903شماره کاتالوگcell signaling (
 ERK  و-P38،JNK،cهاي  به ترتیب به عنوان مهار کننده

بل از گراد ق  درجه سانتی37 ساعت در 2به مدت  ½
  .انجام گرفتoxLDL تحریک با ترومبین و 

  آماده سازي لیزیت پلاکتی
 10(لیزیز بافر هاي آماده شده در پلاکت

 NaCl,  ،1مولار میلی 100مولار تریس،  میلی
 EGTA, 20مولار میلی EDTA، 1مولار میلی
درصد NaF  ،5/0مولار میلیNa4P2O7 ، 1مولار میلی

Deoxycholate ،1 1، 100ایکس- درصد تریتون 
 2 درصد گلیسرول، PMSF ،10مولارار میلی
 ،درصد 1/0 و  Na3VOمولارار میلی

SDSpH4/7( دور در دقیقه، 13000سوسپانسیه شده و در 
مایع .  دقیقه سانتریفوژ شد10گراد و به مدت   درجه سانتی4

رویی براي آنالیزهاي الایزا برداشته شد و براي کاهش اثر 
 . رقیق شدند1:10ها  اي تمام لیزیت زمینه

 P38 (pThr180/pTyr182)-محتواي فسفو

MAPK  و توتالP38 MAPKها به ترتیب با   پلاکت
و شماره )  سیگماCS0020شماره کاتالوگ(هاي کیت

چنین  هم. اندازه گیري شدند)  سیگماPM0100کاتالوگ 
 به ترتیب با c-JNK1&2 و توتالc-JNK1&2فسفو 

) سیگماCS0130 وCS0100شماره کاتالوگ (هاي کیت
براي تعیین مقدار . گیري شدند اندازه
 شماره(هاي  از کیتERK1/2(Thr202/Tyr204)فسفو

7177CS 7050  وCSاستفاده گردید) سیگما .
 سلکتین با استفاده از کیت الایزاي شماره-pمقدار

RAB0426سیگما اندازه گیري شد  .  
  آنالیزهاي الیزا

یزا به طور هاي اندازه گیري با تکنیک ال روش
ها با محیط هم دما  باشد، ابتدا کیت خلاصه به شرح زیر می

ها به  ها، استانداردها یا آماده شده و کنترل شده و نمونه
هاي مربوطه اضافه شده و به مدت لازم و قید شده در  چاهک

آنتی بادي اولیه مورد . دستور کیت انکوبه گردیدند
 anti-phospho- ERK1/2, anti ERK1/2آنتی(نظر

anti-phospho-p38, anti p38, anti-phospho-
JNK or anti JNK(  رقیق شده در بلوکینگ بافر به 

ها با بافر فسفات نمکی حاوي  چاهک. ها افزوده شد چاهک
سه بار شستشو داده شدند و سپس باآانتی ) PBS-T(توین

بادي ثانویه رقیق شده در بلوکینگ بافر، به مدت یک ساعت 
پس از سه بار شستشوي . اق انکوبه گردیدنددر دماي ات

در HRP –مجدد، انکوباسیون با کمپلکس استرپتوآویدین 
به دنبال سه بار .  دقیقه انجام شد30دماي اتاق به مدت 

 15براي TMB ها در معرض  شستشوي مجدد، چاهک
 1پروسه رنگ زایی با اسید سولفوریک . دقیقه قرار گرفتند
 نانومتر و 450ها در ري چاهکجذب نو. مولار متوقف شد

 نانومتر براي حذف جذب اضافی پلیت با الایزا 540
منجنی  yها در محور  جذب. قرائت شد)stat fax(ریدر

ها قرار داده شد و   غلظتXاستاندارد در مقابل محور 
هاي متناظر به دست آمد و در عدد رقت ضرب  غلظت
  . گردید
  ماريآهاي  آنالیز

 استفاده از نرم آنالیزهاي آماري با
 ,SPSS(version13.0; SPSS, Chicago, ILافزار

USA)هاي آماري  انجام شد وتستmann-whitney U 
ها مورد   براي مقایسه میانگینkruskal vallis Hو 

سلکتین که –pتمام نتایج به جز نتایج . استفاده قرار گرفت
صورت نسبت درصد شکل فسفریله ه  ارائه شده، ب"مستقیما

وتال ارائه گردیدند این کار جهت نرمالیزه کردن مقادیر به ت
به ) p>05/0(ارزش آماري. هاي مختلف انجام شد در نمونه

  . عنوان معیار معنی داري انتخاب شد
  

 ها یافته
  MAPKP38اثر سلنیوم رویفسفریلاسیون

 را با روش الایزا P38ما شکل فسفریله و توتال 
-+cu2بین یاهاي تروم در حضور و عدم حضور محرك

oxLDL  میانگین توتال . در لیزیت پلاکتی اندازه گرفتیم
P38ها تفاوت معنی دار نشان   در هیچ کدام از نمونه
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 دقیفه 10 به مدت oxLDLمجاورت با ) p=77/0(نداد
 را نسبت به حالت P38فسفریلاسیون 

بیش از شش برابر افزایش ) 33/12±04/5(آرمیده
ترومبین ). A ،1شکل ) (p>05/0) (44/74±73/8(داد

 القا oxLDL را حتی بیشتر از P38فسفریلاسیون 
  ). B ،1شکل )(p>05/0)(52/81±46/8(کرد

مجاورت با سلنیوم فسفریلاسیون القا شده را به 
 )OP)93/3±87/17)(05/0<p گروهدر میزان قابل توجهی 

). B.2شکل (کاهش داد) PT)04/14±98/69)(05/0<p و
هاي التهابی   سلنیوم روي مسیربراي مقایسه اثر مهاري

MAPKهاي کلاسیک این مسیرها نیز   از مهارکننده
مولار در   میلی5پیش انکوباسیون با . استفاده شد

 30به مدت  )P38 مهار کننده کیناز (SB203580لیتر
 OP فسفریله را در گروه P38دقیقه سطح 

 به PTو در گروه ) p>05/0)(12/12±38/3(به
)55/2±53/10) (05/0<p (کاهش داد)2 شکل A ،B .(  

 

  . کنند  میءرا القاERK1/2 و p38,c-JNK و ترومبین فسفریلاسیون OxLDL. 1شکل 
لیتر ترومبین   واحد در میلی5/0 و ox LDLلیتر  میکروگرم در هر میلی50با ) لیتر  عدد پلاکت در هر میلی5×109(  هاي شسته شده پلاکت

، فسفو P38 و توتالP38 -محتواي فسفو. سلکتین انجام شد–p ساعت براي بیان 24ها و  اي مطالعه فسفوپروتئین دقیقه بر10به مدت 
JNK1&2 و توتال JNK1&2و فسفو  -  ERK1/2 و توتالERK1/2 . و نیزp -از نسبت . سلکتین با روش الایزا اندازه گیري شد

: OPهاي آرمیده بدون هیچ انکوباسیون،  پلاکت: RP. ها استفاده شد تئینفسفریله به توتال براي نرمالیزه کردن محتواي فسفو پرو
هاي تحریک شده با ترومبین پلاکت: TP وox LDLهاي تحریک شده با  پلاکت

B 
A 

 

C 



                                  پوران کریمی و همکاران                                             ...                 اکسیدLDLهاي فعال شده با  در پلاکتسلنیوم التهاب 

٦٩                                                                              1393فروردین ، 1، شماره هفدهممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

 ERK1/2اثر سلنیوم بر روي فسفریلاسیون 
 oxدر این مطالعه ابتدا اثر تحریک کنندگی

LDL و ترومبین را بر روي فسفریلاسیون ERK1/2 در 
ار میزان براي این ک. ها مورد بررسی قرار دادیم پلاکت

ERK1/2 فسفریله و توتال در حضور هر دو محرك 
 توتال در هیچ کدام از ERK1/2. گیري گردید اندازه
/ 5حضور . )=92/0p(دار نداشت ها با بقیه تفاوت معنی نمونه

واحد ترومبین فسفریلاسیون این پروتئین را چهار تا پنج برابر 
) p>05/0) (45/64±92/4(نسبت به حالت پایه افزایش داد

 oxلیتر  در هر میلی پیکوگرم50حضور . ) B،1شکل (

LDL نیز منجر به افزایش فسفریلاسیون ERK1/2 شد اما 
 57/4(این افزایش به مراتب کمتر از اثر ترومبین بود

±35/29()05/0<p()  1شکل .A.(  

B A 
 

 

C 

  . را کاهش می دهد JNK و P38, ERK1/2سلنیوم فسفریلاسیون . 2شکل 
 به PD980559 میکرو مول در لیتر 10 و SP6000125 نانومول در لیتر SB203580 ،400 نانو مول در هر لیتر 5×103انکوباسیون با -پیش

 oxLDLگراد قبل از تحریک با ترومبین و  ه سانتیج در37 ساعت در 2 به مدت ERK 1/2 و P38  ،JNKهاي ترتیب به عنوان مهار کننده
هاي تحریک شده با  پلاکت: ox LDL،TPیک شده باهاي تحر پلاکت: OPهاي آرمیده بدون هیچ انکوباسیون،  پلاکت: RP.انجام گرفت

 SB203580 :SB ،SP600015:SP,PD980559 :PDترومبین،
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 یعنی ERK1/2استفاده از مهار کننده کیناز 
PD980559 قبل از تحریک باعث کاهش 

) >01/0p)(01/33 ± 77/6( شدTP در ERK1/2فسفو
دار بود  نیز معنی OPاین کاهش در گروه ). B.2شکل(
)33/4± 20/10) (05/0p<) ( 2شکل.B .( در حضور سلنیوم

 کاهش TP در گروه ERK1/2میزان فسفریلاسیون 
 )=p/055( )02/56 ±94/6(اي نشان داد دار حاشیه معنی

ا شده در  القERK1/2-اما میزان فسفو ). 2شکل (
دار نشان نداد   با سلنیوم کاهش معنیox LDLحضور

)93/6±16/25) (07/0=p)( 2شکل .B.(  
  JNKاثر سلنیوم بر روي فسفریلاسیون 
 JNK و توتال JNKاندازه گیري سطح فسفو 

هاي فوق  اي در حضور محرك بعد از انکوباسیون ده دقیقه
داري   تفاوت معنیJNKنشان داد که بیان توتال

اما فسفریلاسیون این پروتئین در هر دو ). =83/0p(ندارد
 ± 03/8( TPو ) OP)15/6 ± 70/87)(05/0<pگروه 

27/89) (05/0p< ( نسبت به حالت آرمیده افزایش نشان

دار سطح  حضور سلنیوم به طور معنی). C.1شکل (داد
 ± OP)08/11 را در گروه JNKفسفریلاسیون 

39/68)(05/0<p ( وTP)43/12 ± 20/73()05/0<p (
  ).C.2شکل (

   سلکتین- Pاثر سلنیوم روي بیان 
 RP) 58/2± سلکتین در گروه -pمقایسه بیان

29/11،OP)50/6± 40/34)(05/0<p(  وTP)44/6 ± 

86/46)(05/0<p(اندازه گیري شد) نتایج نشان داد ). 3شکل
 سلکتین را در -pها قادرند بیان  دوي این محرك که هر
حضور سلنیوم بیان OP گروه ر د. ها افزایش دهند پلاکت

). p>05/0) (16±49/4( شده را کاهش دادءاین پروتئین القا
 سلکتین در حضور مهار -pچنین کاهش معنی دار  هم

 دیده  OPدر گروه  نیزJNK و p38هاي  کننده
اما در حضور مهار کننده ) 3شکل ) (p>05/0(شد

ERK1/2)PD980559 ( بیانp-القا شده با   سلکتین
oxLDL77/6(دار نشان نداد کاهش معنی ± 

01/33)(17/0=p)(3شکل.( 
 

 

هاي تحریک شده با   در پلاکتSB203580 ,PD980559  ،SP6000125 سلکتین پلاکتی در حضور سلنیوم،-pمقایسه سطح  .3شکل 
oxLDLیا ترومبین   

RP :هاي آرمیده  بدون هیچ انکوباسیون،  پلاکتOP :هاي تحریک شده با پلاکتox LDL ،TP :هاي تحریک شده با ترومبین  پلاکت
،SB203580 :SB  ،SP600015: SP , PD980559 :PD 
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چنین اثر سلنیوم و مهار  ما هم
 SP600012  و PD980559, SB203580هاي کننده

 نشان 3القا شده با ترومبین در شکل   سلکتین-pرا بر روي 
 توانستند ERK1/2 و JNK و P38هاي  مهارکننده .دادیم

، )62/12±22/4(بیان این پروتئین را به ترتیب تا
) p>05/0(داري با معنی) 16/10±22/2(و ) 90/5±10/26(

 سلکتین القا شده با ترومبین -pکاهش دهند اما سلنیوم بیان 
) =10/0p) (04/42±07/8(دار کاهش نداد طور معنیه را ب

با بررسی همبستگی پیرسون ما متوجه شدیم که ). 3شکل (
  سلکتین و-pدار بین بیان   یک ارتباط معنیOPه در گرو

مشابه ) r) (05/0 <p=65/0( وجود داردP38فسفریلاسیون
 دیده JNK سلکتینوفسفریلاسیون-pاین ارتباط بین

 -pاما این رابطه در مورد ) r) (05/0<p=72/0(شد
 )r=20/0(تربود ضعیفERK1/2سلکتینوفسفریلاسیون

)05/0<p)(4شکل.A,B,C.(

  

B

 

A

   سلکتین پلاکتی-Pو بیان ERK1/2 و P38  ،JNKارتباط بین فسفریلاسیون .4شکل 
 JNK سلکتینوفسفریلاسیون-  pبین، P38)65/0=r) (05/0<p(:B سلکتین و فسفریلاسیون-pین بیان ب :OPA در گروه همبستگی پیرسون

)72/0=r) (05/0<p (و بینp -سلکتینوفسفریلاسیون ERK1/2)20/0=r)(05/0<p.(در گروهتگی همبس TPبینبیانp-سلکتینوفسفریلاسیون P38 
)75/0=r () 05/0<p . (بینp-سلکتینوفسفریلاسیون JNK) 20/0= (r ) 05/0<p(, و بینp-سلکتینوفسفریلاسیون ERK1/2) 24/0=r ( )

05/0<p.(OP : هاي تحریک شده با  پلاکتox LDLو TP :هاي تحریک شده با ترومبین پلاکت  
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- pبیان بین تباطارTP گروه  رد
) r=75/0(دار بود  معنی P38سلکتینوفسفریلاسیون

)05/0<p .(مشابه این ارتباط بینp- سلکتینوفسفریلاسیون 
JNK20/0( دیده شد=r)(05/0<p (اما این رابطه در موردp 

) r=24/0(تر بود  ضعیف ERK1/2 سلکتینوفسفریلاسیون-
)05/0<p) ( 4شکل.A,B,C.(  
 

  بحث
بیان  مطالعه نشان دادند که سطحها در این  یافته

p-عنوان مارکر التهابی در شرایط استرس ه  سلکتین ب
یابد نیز افزایش فسفریلاسیون  اکسیداتیو افزایش می

p38،JNK و ERK1/2هاي   در مجاورت لیپوپروتئین
اکسید شده موید این واقعیت است که در استرس اکسیداتیو 

سیرهاي التهابی ها با فسفریلاسیون م فعال سازي پلاکت
کلاسیک در ارتباط است از طرفی مطالعات اخیر در رابطه با 
سلنیوم نشان دهنده این است که سلنیوم در بسیاري از 

ها و متاستاز  ها مانند آترواسکلروز، برخی سرطان بیماري
دهدکه باعث کاهش بیان  اثرات مثبت بهبود از خود نشان می

p-14(شود  سلکتین پلاکتی واندوتلیالی می.(p - سلکتین 
باشد  یک پروتئین چسبندگی سلولی بسیار شناخته شده می

شدت القا ه  بMAPKکه در اثر تحریک مسیرهاي التهابی 
اند که واسطه  مطالعات زیادي ثابت کرده. )24(شود می

کلیدي در ضایعات هموراژیک به دنبال آزاد شدن 
 و α-(TNF)هاي التهابی مانند فاکتورتومور نکروز سیتوکین

ماسپست . )25(باشد  همین مولکول می1β-(IL)اینتر لوکین 
نشان داد که در افراد سالم میزان ترشح این پروتئین در 

در ). 21(باشد لیتر کمتر می  نانو گرم در هر میلی40پلاسما از
مطالعه چن و همکارانش اگرچه هر دو محرك موجب 

ثر تحریکی ها شدند اما ا  سلکتین در پلاکت-p افزایش بیان
  .)26(باشد می ترومبین بیشتر بود که مطابق با مطالعه ما

استرس (البته اثر هم افزایی این دو محرك
 سلکتین توسط سیندرووا -pدربیان ) اکسیداتیو و ترومبین
دو  افزایش هر که با توجه به )27(گزارش شده است

مطابق با نتایج ما . محرك در آترواسکلروز قابل تامل است
 - pالعه یدانتز سلنیوم اثر کاهندگی بر روي بیاندر مط

 .)28(سلکتین القا شده با استرس اکسیداتیو را داشته است
هاي اندوتلیال استفاده گردیده و  البته در این مطالعه از سلول

خانواده  از بین سه عضو مهم P38پروتئین التهابی  تنها نیز
MAPKکاهندگی نتایج این مطالعه اثر .  ارزیابی شده است

 را نیز به خوبی نشان داده است P38سلنیوم بر فسفریلاسیون 
  . باشد هاي ما می که مطابق با یافته

هاي  نتایج حاصل از کار ما نشان دادند که پروتئین
 تغییرات مشابهی را در ERK1/2و JNKوP38التهابی 

دهند متعاقبا  شرایط استرس اکسیداتیو از خود نشان می
هش سطح فسفریلاسیون القا شده را در این سلنیوم تراپی کا"

 که در ERK1/2دهد به جز پروتئین خانواده نشان می
استرس اکسیداتیو سطح فسفریلاسیون بالاتري نشان داد ولی 
نتایج اثر سلنیوم در کاهش فسفریلاسیون این پروتئین معنی 

 کمتر تحت ERK1/2رسد پروتئین  به نظر می. دار نبود
شود و مسیر اصلی اثر سلنیوم بیشتر   میتاثیر سلنیوم واقع

P38 و JNKدر تائید این مطلب به . کند  را در گیر می
توان اشاره کرد  مطالعه کالکان اوسار و همکارانش نیز می

 اکسیژن رسانی مجدد نشان دادند -که بعد از تست هیپوکسی
که سلنیوم به عنوان بخشی از سیستم آنتی اکسیدانی با مسیر 

 به طور مشابه در )29( نیز ارتباط داردP38 پیام رسانی
 P38 ،JNKمجاورت ترومبین نیز هر سه پروتئین التهابی 

 سطح فسفریلاسیون بالاتري نشان دادند حتی ERK1/2و
 در مقایسه با استرس ERK1/2میزان افزایش فسفریلاسیون

اکسیداتیو به طور معنی داري بیشتر بود اما هر چند در 
بر روي فسفریلاسیون القا شده با ترومبین، بررسی اثر سلنیوم 

 کاهش قابل توجه مشاهده P38،JNKهاي  بر روي پروتئین
با این که معنی دار بود نسبت به ERK1/2 شد ولی کاهش 

یافته جالب این بود که . دو پروتئین قبلی چندین بار کمتر بود
  P38سلنیوم با وجود کاستن قابل توجه فسفریلاسیون

 سلکتین القا شده با ترومبین را -p بیان  نتوانستJNKو
ترومبین از مسیري  احتمالا با توجه به این نتایج،. کاهش دهد

هاي کم چگال اکسید  غیر از مسیر مورد استفاده لیپو پروتئین
کند این فرضیه در  ها استفاده می شده براي تحریک پلاکت

  را بهNF-Κbاین مطالعات  و مطالعات قبلی نشان داده شده
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شناسند که به  عنوان مدیاتور اصلی تحریک ترومبینی می
 فعال شدن گیرنده فعال شونده با پروتئاز دنبال

(PAR1,4)30(کند اثرات خود را اعمال می فعال شده و( 
هاي کلاسیک خانواده  مقایسه اثر سلنیوم با مهار کننده

MAPK درالتهاب القا شده با استرس اکسیداتیو الگوي 
دهد که فرضیه اثر سلنیوم بر خانواده  ن میمشابهی را نشا

MAPKاین مشابهت در مطالعه . کند شدت تائید میه  را ب
هاي اندوتلیال نیز مشاهده  رکس و همکارانش بر روي سلول

  ).14(شده است
  

  نتیجه گیري
در این مطالعه بیش از پیش اثر سلنیوم تراپی بر کاهش 

و نشان داده شد و التهاب القا شده در شرایط استرس اکسیداتی
هاي  از آنجائی که اثرات سلنیوم بسیار شبیه اثرات مهار کننده

شود از   بود نه تنها میMAPKکلاسیک مسیرهاي التهابی 
سلنیوم به عنوان مکمل سیستم آنتی اکسیدانی استفاده کرد 

ها نیز باید مورد  بلکه اثرات ضد التهابی آن بر روي پلاکت
ها به عنوان  به این که پلاکتتوجه قرار گیرد با توجه 

هاي بدون هسته در گردش هدف بسیاري از داروهاي  سلول
 یک مسیر مهم التهابی MAPKقلبی عروقی هستند و مسیر 

توان از سلنیوم به عنوان یک مکمل ضد   می"است احتمالا
  .التهاب نیز استفاده کرد
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