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Background and Objectives Nonalcoholic steatohepatitis is a severe liver disease characterized by excess 
lipid accumulation (steatosis) and inflammation in the liver. Endoplasmic reticulum stress is considered 
one of the crucial factors in nonalcoholic steatohepatitis pathophysiology. Rosmarinic acid is a herbal 
medicine with antioxidant and anti-inflammatory properties. This study aimed to evaluate the effect of 
rosmarinic acid on reducing the endoplasmic reticulum stress induced by nonalcoholic steatohepatitis 
in male Swiss-type mice.
Methods The study animals were grouped into four: Saline, rosmarinic acid, nonalcoholic steatohepatitis, 
and nonalcoholic steatohepatitis-rosmarinic acid. Nonalcoholic steatohepatitis was induced by a diet 
without methionine-choline for 8 weeks, and rosmarinic acid was injected intraperitoneally daily for 8 
weeks in mice. After 8 weeks, the animals were killed, and their liver samples were obtained. Real-time 
PCR was used for molecular studies. Data analyses were performed by one-way analysis of variance and 
Tukey's post hoc test.
Results Findings of this study showed that rosmarinic acid alleviated mRNA levels of GRP78, IRE-1, and 
PERK while increasing the Apo B expression. 
Conclusion The results suggest that rosmarinic acid ameliorates endoplasmic reticulum stress parameters, 
upregulates Apo B expression as a key factor in triglyceride exit from the liver, and thereby improves 
nonalcoholic steatohepatitis in male Swiss-type mice.
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N
Extended Abstract

Introduction

onalcoholic steatohepatitis (NASH) is the 
most common liver disease, characterized 
by excess lipid accumulation (steatosis) 
and inflammation in the liver. It has been 
shown that almost 20% of nonalcoholic 

fatty liver disease (NAFLD) cases progress to NASH. It 
is predicted that NASH will become the first indication 
for liver transplantation in 2020-2025. NASH is charac-
terized by steatosis and inflammation in the hepatocytes, 
which can progress to cirrhosis, fibrosis, and hepatocel-
lular carcinoma. In NASH pathophysiology, endoplas-
mic reticulum (ER) stress is a crucial factor; studies have 
demonstrated that ER stress is one of the principal reasons 
for developing and promoting this disease through differ-
ent pathways. Actually, lipid accumulation triggers a cas-
cade of events, such as ER stress, resulting in the destruc-
tion and dysfunction of the liver. ER stress creates certain 
principal markers, including glucose-regulated protein 
78 (GRP78), activating transcription factor 6 (AFT6), 
PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), and 
inositol-requiring enzyme 1 (IRE1). ER stress results in 
the accumulation of unfolded or misfolded proteins in the 
endoplasmic reticulum lumen. These proteins can pro-
duce and activate inflammatory cytokines and apoptotic 
enzymes. ER stress also provokes hepatic stellate cells, 
Kupffer cells, and other inflammatory cells to produce in-
flammatory cytokines; cross-reaction between ER stress 
and inflammation has been demonstrated in many patho-
logical conditions.

Rosmarinic acid (RA) is a synthetic compound that is 
plentiful in plants from the Lamiaceae family, includ-
ing Ros-marinus officinalis (R. officinalis) (rosemary), 
Coleus aromaticus Origanum vulgare L. (oregano), and 
Thymus vulgaris L. (thyme). Positive effects of RA on 
diabetes, sepsis, hepatotoxicity, and brain injuries have 
previously been demonstrated. Rosmarinic acid decreas-
es blood glucose, inhibits insulin resistance, and increases 
glucose transporter 4 (GLUT4) expression in the skeletal 
muscles. Studies have shown that Ra can reduce oxida-
tive stress in most tissues and alleviate apoptosis and 
fibrosis in the renal cells, cardiomyocytes, and hepatic 
cells. Moreover, it has been shown that administering RA 
could improve liver steatosis and lipid metabolism-relat-
ed genes in NASH-induced mice.

As mentioned above, this study aimed to evaluate the 
lessening effect of rosmarinic acid on ER stress induced 
by NASH in male mice.

Methods

This study was done at Qom University of Medical Sci-
ences on 24 C57/BL6 male mice (Patur Institute, Tehran, 
Iran). The animals were weighing 25-27 g. Mice were 
housed in a temperature-controlled room at a 12:12 light/
dark cycle with free access to food and tap water. The 
animal care and experimental procedure were approved 
in accordance with the guidelines for animal care and 
use at Qom University of Medical Sciences. All animals 
were randomly divided into 4 equal groups (n=6 for each 
group): Saline group with access to standard diet for 8 
weeks and receiving daily saline (IP) simultaneously; ros-
marinic acid (RA) group with access to standard diet for 8 
weeks and receiving RA (10 mg/kg, IP) for 8 weeks daily; 
nonalcoholic steatohepatitis group, who received methio-
nine-choline deficient (MCD) diet for 8 weeks to induce 
NASH; and nonalcoholic steatohepatitis-RA group, who 
received MCD diet for 8 weeks to induce NASH and ros-
marinic acid (10 mg/kg, IP) for 8 weeks simultaneously. 
After this period, the animals were anesthetized with ket-
amine-xylazine and killed. Then, midline incisions were 
done on their abdomens, and their livers were immedi-
ately removed, weighed, and washed in ice-cold physi-
ological saline. A part of the liver was dissected and kept 
at –80°C for real-time assay. 

Total RNA was extracted from frozen tissue samples us-
ing TRIzol, and the quantity and purity of the RNA sam-
ples were measured by a NanoDrop spectrophotometer. 
Complementary DNAs (cDNA) were made from mRNA 
templates for qRT-PCR (quantitative reverse transcrip-
tion- polymerase chain reaction). cDNAs were then used 
as templates for real-time analysis. Data normality was 
checked by the Kolmogorov–Smirnov test. The obtained 
data were expressed as Mean±SEM. Statistical analysis 
was performed by one-way analysis of variance (to com-
pare the groups) and Tukey's post hoc test using SPSS 
software. P <0.05 were considered to be statistically sig-
nificant.

Results

This study showed that GRP78 gene expression sig-
nificantly increased in the nonalcoholic steatohepatitis 
group and markedly decreased in the nonalcoholic ste-
atohepatitis-RA group. The mRNA expression of PERK 
was also significantly upregulated in the nonalcoholic 
steatohepatitis group, and rosmarinic acid could signifi-
cantly downregulate PERK expression. In the same way, 
gene expression of IRE1 showed a marked increase in 
the nonalcoholic steatohepatitis group; meanwhile, its ex-
pression was remarkably lowered in the nonalcoholic ste-
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atohepatitis-RA group. However, Apo B gene expression 
was markedly reduced in the nonalcoholic steatohepatitis 
group, and its expression was raised in the nonalcoholic 
steatohepatitis-RA group.

Conclusion

In nonalcoholic steatohepatitis disease, GRP78 is up-
regulated and induces IRE1 and PERK as ER stress 
transmembrane sensors in the cytosol. Then, they activate 
intracellular pathways, such as inflammation and lipo-
genesis. They also decline lipid excretion from the liver 
through decreased synthesis of Apo B and keep lipids in 
the hepatic cells. The findings of this study showed that 
rosmarinic acid can reverse the expression of these genes 
and improve nonalcoholic steatohepatitis via ER stress at-
tenuation and increased lipid export from the liver.
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مقاله پژوهشی

بررسی اثر رزمارینیک اسید بر کاهش استرس شبکه اندوپلاسمی در موش های سوری مبتلا به 
استئاتوهپاتیت غیرالکلی

زمینه و هدف بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکی یک بیماری جدی کبدی است که با تجمع بیش از حد چربی )استئاتوز( و التهاب در کبد 
مشخص می شود. استرس شبکه آندوپلاسمی به عنوان یکی از دلایل مهم در پاتوفیزیولوژی استئاتوهپاتیت غیرالکلی در نظر گرفته می شود. 
رزمارینیک اسید یک ترکیب گیاهی با خواص آنتی اکسیدانی و ضدالتهابی است. هدف از این مطالعه بررسی اثر رزمارینیک اسید بر کاهش 

استرس شبکه آندوپلاسمی ناشی از استئاتوهپاتیت غیرالکلی در موش های سوری نر بود. 
روش بررسی حیوانات به 4 گروه سالین، رزمارینیک اسید، استئاتوهپاتیت غیرالکلی و استئاتوهپاتیت غیرالکلی-رزمارینیک اسید تقسیم 
شدند. استئاتوهپاتیت غیرالکلی با استفاده از رژیم غذایی فاقد متیونین-کولین به مدت 8 هفته القاء شد و رزمارینیک اسید روزانه به مدت 8 
هفته به صورت داخل صفاقی در موش ها تزریق شد. پس از 8 هفته، حیوانات کشته شدند و نمونه های کبدی تهیه شد. برای انجام مطالعات 
مولکولی از روش ریل تایم PCR استفاده شد. تحلیل داده ها با استفاده از روش تحلیل واریانس یک طرفه و سپس آزمون توکی انجام شد.

 Apo را کاهش داد، درحالی که بیان PERK و GRP78 mRNA ،IRE-1 یافته ها یافته های این مطالعه نشان داد رزمارینیک اسید سطوح
B افزایش یافت

نتیجه گیری نتایج نشان می دهد رزمارینیک اسید شاخص های استرس شبکه آندوپلاسمی را بهبود می بخشد، بیان Apo B را به عنوان یک 
عامل کلیدی در خروج تری گلیسرید از کبد تنظیم می کند و درنتیجه استئاتوهپاتیت غیرالکلی را در موش های سوری نر بهبود می بخشد.

کلیدواژه ها: 
 بیماری های کبد چرب 

غیرالکلی، استرس شبکه 
اندوپلاسمی، رزمارینیک 

 GRP78، IRE-1 ،اسید
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مقدمه

بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی یک اختلال جدی و مهم در کبد 
است که ناشی از استئاتوز یا تجمع چربی در کبد و التهاب کبدی 
می باشد ]1[. درواقع این عارضه شکل پیشرفته بیماری کبد چرب 
غیرالکلی است که به دلیل فعال شدن مکانیسم های مولکولی ناشی از 
تجمع چربی در کبد مثل افزایش گونه های فعال اکسیژن، ایجاد التهاب 
التهابی، عدم تعادل در تولید هورمون های  و تولید سایتوکین های 
ترشح شده از بافت چربی و نیز ایجاد استرس در شبکه اندوپلاسمی 
می باشد ]2[. درواقع یکی از عوامل مهم در تبدیل یک استئاتوز ساده 

به استئاتوهپاتیت ایجاد استرس در شبکه اندوپلاسمی است. 

شبکه اندوپلاسمی یکی از اندامک های مهم در تولید و تغییر 
شکل پروتئین های تازه ساخته شده می باشد که می توانند انواع 
هورمون ها، سیتوکین های التهابی و حتی آنزیم های دخیل در 
محرک های  از  بسیاری   .]3[ باشند  چربی  متابولیسم  و  سنتز 
محیطی، تغذیه ای و پاتولوژیکی مانند اختلال در هموستاز کلسیم، 
محرومیت از قند و یا افزایش آن، بار بیش از حد کلسترول، التهاب 
و افزایش گونه های فعال اکسیژن در سلول می توانند هموستاز  
شبکه اندوپلاسمی را مختل کنند و موجب اختلال در تاخوردن 
و  گلیکوزیلاسیون  در  تغییر  تشکیل شده،  تازه  پروتئین های 
سولفیداسیون در آن ها شود و وضعیتی به عنوان استرس شبکه 
آندوپلاسمی1 را ایجاد کنند ]4[. ایجاد استرس و اختلال در شبکه 
اندوپلاسمی موجب فعال شدن انواعی از حسگرها در غشای این 
شبکه می شود که در ادامه موجب تغییر بیان ژن های دیگری در 
پروتئین های موجود در سیتوپلاسم و یا میتوکندری در سلول 
می شود و منجر به التهاب، آپوپتوز، اتوفاژی و غیره می شوند ]3[.  

پروتئین وابسته به گلوکز GRP78( 78( به عنوان یک چاپرون 
مهم در شبکه اندوپلاسمی شناخته می شود. تحت شرایط استرس 
افزایش  موجب  و  می شود  فعال   GRP78 آندوپلاسمی،  شبکه 
بیان سه حسگر مهم در غشای شبکه اندوپلاسمی یعنی کیناز 
فعال کننده  فاکتور  کیناز2 ،  پروتئین  مشابه  اندوپلاسمی  شبکه 
نسخه برداری3 و آنزیم موردنیاز اینوزیتول 1 4 می شود ]5[. افزایش 
بیان و تولید این حسگرها، سپس موجب تغییر بیان، ساخت و 
تولید شکل طبیعی بسیاری از آنزیم ها و پروتئین های داخل سلول 
می شود و اختلال جدی در عملکرد سلول ایجاد می کند. مطالعات 
 GRP78 انجام شده در این زمینه نشان داده اند که افزایش فعالیت
 IRE 1 و PERK در بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی با افزایش

همراه بوده و منجر به بدتر شدن این بیماری می شود ]6، 7[.

 گزارش شده است که استفاده از کنجد در رژیم غذایی موجب 
به  مبتلا  و IRE-1 در موش های سوری   GRP78 بیان کاهش 

1. ER stress 
2. PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK)
3. Activating transcription factor 6 ((ATF-6)
4. Inositol-requiring enzyme 1 (IRE 1)

بیماری کبد چرب شده است ]8[. استفاده از کافئین به عنوان 
یک ترکیب اصلی در قهوه با کاهش بیان PERK و IRE-1موجب 
کاهش استرس شبکه اندوپلاسمی و بهبود کبد چرب غیرالکلی 
شده است ]9[. ثابت شده است که تجمع اسیدهای چرب یا 
تری گلیسریدها با ایجاد استرس در شبکه اندوپلاسمی موجب 
تغییر در ساخت و فعالیت آپولیپوپروتئین های ترشحی مانند آپو 

لیپوپروتئین B مربوط می شود ]10[.

دی  3و4  و  اسید  کافئیک  از  استر  یک  اسید  رزمارینیک 
هیدروکسی فنیلاکتیک اسید است و به فراوانی در گیاهانی چون 
 Ros-marinus officinalis (R. officinalis) (rosemary),
Coleus aromaticus Origanum vulgare L. (oregano) و 
Thymus vulgaris L. (thyme) یافت می شود ]11[. مطالعات 
متعدد اثرات مثبت رزمارینیک اسید را بر بهبود دیابت، شوک 
سپتیک و آسیب های کبدی و کلیوی نشان داده اند ]16-12[. 
رزمارینیک اسید اثرات قابل توجهی نیز در کاهش التهاب داشته 
و به عنوان یک ترکیب ضد التهاب قوی شناخته می شود ]17-

19[. نشان داده شده است که رزمارینیک اسید می تواند با کاهش 
استرس اکسیداتیو و مهار مسیرهای التهابی، موجب بهبود بیماری 

استئاتوهپاتیت غیرالکلی در موش های سوری شود ]20[.

باتوجه به اهمیت استرس شبکه اندوپلاسمی در ایجاد و پیشرفت  
بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی و نقش مثبت رزمارینیک اسید 
بر بهبود این بیماری، هدف از انجام این مطالعه بررسی نقش 
در  اندوپلاسمی  شبکه  استرس  کاهش  بر  اسید  رزمارینیک 

موش های سوری مبتلا به بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی بود.

مواد و روش ها

این مطالعه در دانشگاه علوم پزشکی قم و بر روی 24 سر موش 
سوری نر نژاد C57/BL6 در محدوده وزنی 23 تا 25 گرم انجام شد. 
در مدت مطالعه حیوانات در شرایط استاندارد دمایی )2±29درجه 
سانتی گراد( و رطوبت نسبی )45 تا 48 درصد( و سیکل 12 ساعت 
روشنایی و 12 ساعت تاریکی قرار داشته و دسترسی آزاد به آب و 
غذا داشتند. جهت انجام آزمایش، حیوانات به طور تصادفی به 4 گروه 

6 تایی به ترتیبی که در ادامه خواهد آمد، تقسیم شدند. 

گروه اول سالین

سالین شامل حیوانات سالمی بود که دسترسی به غذای معمولی 
داشتند و روزانه نرمال سالین را به عنوان حلال رزمارینیک اسید 

به شکل داخل صفاقی دریافت می کردند. 

گروه دوم رزمارینیک اسید

رزمارینیک اسید شامل حیوانات سالمی بود که دارای رژیم 
غذایی معمولی بودند که روزانه به مدت 8 هفته 10 میلی گرم 

طاهره کمیلی موحد و همکاران. بررسی اثر رزمارینیک اسید بر کاهش استرس شبکه اندوپلاسمی در موش های سوری مبتلا به استئاتوهپاتیت غیرالکلی
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کد:  سیگما،  )شرکت  اسید  رزمارینیک  کیلوگرم  هر  ازای  به 
5G-536954( را به شکل داخل صفاقی دریافت می کردند ]20[. 

گروه سوم استئاتوهپاتیت غیرالکلی

استئاتوهپاتیت غیرالکلی شامل حیواناتی بودند که به مدت 8 
هفته تحت رژیم فاقد متیونین – کولین5 قرار گرفتند تا بیماری 

استئاتوهپاتیت غیرالکلی در آن ها ایجاد شود ]21[.

گروه چهارم استئاتوهپاتیت غیرالکلی ـ رزمارینیک اسید

اسید شامل موش های  رزمارینیک  ـ  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت   
 ـکولین را به مدت 8 هفته دریافت  سوری بودند که رژیم فاقد متیونین 
ازای هر کیلوگرم  به  کردند و هم زمان تزریق روزانه 10 میلی گرم 

رزمارینیک اسید به شکل داخل صفاقی به آن ها تزریق می شد.

پس از 8 هفته حیوانات با استفاده از تزریق داروی بیهوشی 
کتامین- گزیلازین به میزان 50 گرم به ازای هرکیلوگرم کتامین 
و 0/01 گرم به ازای هر کیلوگرم گزیلازین بیهوش شدند ]20[ و 
ناحیه شکم برش داده شد و کبد در معرض دید قرارگرفت. کبد 
بلافاصله خارج شد و جهت اندازه گیری بیان ژن ها و انجام ریل 

تایم PCR در فریزر 80- درجه سانتی گراد قرار داده شد. 

 PCRروش انجام ریل تایم

 Apo و  GRP78, PERK, IRE1 بیان ژن های بررسی  جهت 
B از روش ریل تایم RT-PCR استفاده شد. در این روش ابتدا 
RNA با استفاده از محلول ترایزول )یکتا تجهیز، ایران( از بافت 
کبد استخراج و میزان خلوص آن با استفاده از دستگاه نانودراپ 
)Nanolytik، آلمان( تعیین شد. سپس با استفاده از کیت سنتز 
cDNA )یکتا تجهیز، ایران( از روی آن cDNA به طور معکوس 
و  اختصاصی  پرایمرهای  از  استفاده  با  سرانجام  شد.  ساخته 
سایبرگرین )امپلیکون، کره جنوبی( به عنوان ماده نشاندار رنگی و 
دستگاه ریل تایم )AB, USA(، میزان بیان هرکدام از ژن ها به طور 
کمی با استفاده از روش ΔΔCT-2 اندازه گیری و با میزان بیان ژن 

5. Methionine-Choline Deficient (MCD)

گلیسرآلدئید-3-فسفات دهیدروژناز6 به عنوان ژن خانگی مقایسه 
شدند. توالی پرایمرهای مورداستفاده در جدول شماره 1 قابل 

مشاهده است.

ارزیابی آماری داده ها

داده های این مطالعه به صورت میانگین و انحراف معیار بیان شدند. 
برای ارزیابی آماری و مقایسه بین گروه های مختلف از روش تحلیل 
واریانس یک طرفه7 و آزمون تعقیبی توکی8 استفاده شد. در تمامی 

محاسبات P>0/05 به عنوان سطح معناداری در نظر گرفته شد.

یافته ها

 GRP78 ژن  بیان  میزان  بر  اسید  رزمارینیک  اثر  -بررسی 
کبد در بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده در موش های 

سوری نر

داده های به دست آمده از این مطالعه افزایش معناداری در میزان 
بیان mRNA ژن GRP78 در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی نسبت 
با 05/ مقابل 1  در   1/62±0/32 ( دادند  نشان  سالین  گروه  به 

P>0(، درحالی که استفاده از رزمارینیک اسید به مدت 8 هفته در 
موش های مبتلا به استئاتوهپاتیت غیرالکلی موجب کاهش بیان 
GRP78 به عنوان چاپرون اصلی در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی-

شد  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  گروه  به  نسبت  اسید  رزمارینیک 
)0/08±0/26 در مقابل 0/32±1/62 با P>0/01()تصویر شماره 1(. 

 PERK ژن های  بیان  میزان  بر  اسید  رزمارینیک  اثر  بررسی 
در  القاشده  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  بیماری  در  کبد   IRE1 و

موش های سوری نر

بیان  میزان  در  معناداری  افزایش  این مطالعه  نتایج  همچنین 
mRNA ژن PERK در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی نسبت به گروه 
سالین نشان داد ) 0/3±10/07 در مقابل 1 با P>0/001(. استفاده از 
رزمارینیک اسید به مدت 8 هفته در موش های گروه استئاتوهپاتیت 

6. Glyceraldehyde-3-pPhosphate dehydrogenase (GAPDH)
7. One-way ANOVA
8. Tukey

طاهره کمیلی موحد و همکاران. بررسی اثر رزمارینیک اسید بر کاهش استرس شبکه اندوپلاسمی در موش های سوری مبتلا به استئاتوهپاتیت غیرالکلی

جدول 1. توالی پرایمرها

(R) GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA (F) TGGCCTTCCGTGTTCCTAC GAPDH 

(R) TAGGTGGTCCCCAAGTCGAT (F) TGTGTGTGAGACCAGAACCG GRP78

(R) TTAAAGTCCACTTGATGGAGCC (F) CACTGCCTGAGACCTTGTTGT IRE1

(R) TCCCAAGGCAGAACAGATATACC (F) AGTCCCTGCTCGAATCTTCCTPERK

(R) AGGGTGTACTGGCAAGTTTGG (F) GCTCAACTCAGGTTACCGTGAβ-lipoprotein

http://journal.muq.ac.ir/fa
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غیرالکلی - رزمارینیک اسید با کاهش معنادار بیان PERK نسبت به 
گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی همراه شد )0/05±1/91 در مقابل 

0/3± 10/07 با P>0/001( )تصویر شماره 2(.

علاوه براین داده های حاصل از این پژوهش افزایش معناداری در 
میزان بیان mRNA ژن IRE 1 در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی 
نسبت به گروه سالین نشان دادند ) 0/37±8/63 در مقابل 1با 

غیرالکلی - استئاتوهپاتیت  گروه  در  درحالی که   ،)P>0/001
 IRE1 ژن mRNA رزمارینیک اسید کاهش معناداری در بیان 
نسبت به گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی دیده شد )1/11±0/12 

در مقابل 0/37±8/63 با P>0/001( )تصویر شماره 3(.

 ApoB ژن mRNA بررسی اثر رزمارینیک اسید بر میزان بیان
کبد در بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده در موش های 

تصویر 2. میزان بیان mRNA ژن PERK در بافت کبدی. $نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه سالین، # نشان دهنده کاهش معنادار در مقایسه با گروه 
استئاتوهپاتیت غیرالکلی

تصویر 1. میزان بیان mRNA ژن GRP78 در بافت کبدی. $نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه سالین، # نشان دهنده کاهش معنادار در مقایسه با گروه 
استئاتوهپاتیت غیرالکلی

http://journal.muq.ac.ir/fa
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سوری نر

 mRNA تغییر معناداری در میزان بیان PCR یافته های حاصل از
ژن آپو لیپوپروتئین B در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی نسبت به 
گروه سالین نشان ندادند، درحالی که تزریق رزمارینیک اسید به مدت 
موجب  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  به  مبتلا  موش های  در  هفته   8
افزایش بیان آپو لیپوپروتئین B در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی-
 رزمارینیک اسید نسبت به گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی شد )±0/1 

1/46 در مقابل 0/32±0/88 با P>0/05()تصویر شماره 4(. 

بحث

بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی یک اختلال شایع و جدی 
عوامل  از  یکی  اندوپلاسمی  شبکه  استرس  که  است  کبد  در 
از  حاصل  یافته های  می باشد.  آن  پیشرفت  و  ایجاد  در  اصلی 
هم زمان  اسید  رزمارینیک  از  استفاده  داد  نشان  مطالعه  این 
ملاحظه ای  قابل  شکل  به  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  ایجاد  با 
به عنوان  را   IRE 1 و   GRP78، PREK ژن های  بیان  میزان 

تصویر 3. میزان بیان mRNA ژن IRE1 در بافت کبدی.  $نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه سالین، # نشان دهنده کاهش معنادار در مقایسه با گروه 
استئاتوهپاتیت غیرالکلی

تصویر 4. میزان بیان mRNA ژن آپو لیپوپروتئین B در بافت کبدی. # نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی
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شاخص های اصلی شناسایی استرس شبکه اندوپلاسمی کاهش 
داد. همچنین میزان بیان ژن آپو لیپوپروتئین B یه عنوان یک 
آپولیپوپروتئین مهم در انتقال تری گلیسریدها به خارج از کبد 

به صورت معناداری افزایش یافت.

رزمارینیک اسید ماده مؤثر اصلی در گیاهانی چون رزماری 
است. مطالعات انجام شده در گذشته نشان داده اند که رزمارینیک 
اسید اثرات قابل توجهی در بهبود استرس اکسیداتیو، التهاب و 
آپوپتوز در بافت های مختلف دارد ]15-17، 22-24[. برای مثال 
کیم و همکاران قبلًا نشان داده اند که رزمارینیک اسید دارای 
اثرات حفاظت کبدی در برابر استرس اکسیداتیو و آپوپتوز در 
موش های سوری مبتلا به NASH می شود ]25[. استرس شبکه 
اندوپلاسمی یکی از علل ایجاد و پیشرفت بیماری استئاتوهپاتیت 
غیرالکلی و به عنوان ضربه دوم شناخته می شود ]7[. درواقع تجمع 
چربی در کبد یا استئاتوز به عنوان محرکی برای ایجاد استرس 
در شبکه اندوپلاسمی موجب می شود که GRP78 افزایش یابد.  
GRP78 وظیفه تسهیل انتقال، تکمیل و تجمع پروتئین های تازه 
تولیدشده در سلول را بر عهده دارد و از تا خوردگی اشتباه و تجمع 
پروتئین های بد تا خورده در سلول جلوگیری می کند. زمانی که 
تعداد این پروتئین های اشتباه و بد تاخورده افزایش می یابد، میزان 
بیان GRP78 نیز افزایش می یابد که به عنوان مهم ترین شاخص 

استرس شبکه اندوپلاسمی در نظر گرفته می شود ]6[. 

افزایش GRP78 حالا موجب القاء و فعال شدن حسگرهای 
مهم دیگری در غشای شبکه اندوپلاسمی به نام های PREK و 
افزایش بیان PREK و IRE 1 هر دو منجر به  IRE 1 می شود. 
در  تری گلیسیرید  آنزیم های مسیر ساخت  و  پروتئین ها  القای 
کبد می شود و استئاتوز را بدتر می کند و از طرف دیگر موجب 
بد ساخته شدن و کاهش پروتئین های مسیر اکسیداسیون تری 

 لیسریدها می شود ]26[.

 نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد مصرف رزمارینیک 
و   GRP78، PREK بیان میزان  توانست  به مدت 8 هفته  اسید 
IRE1 را کاهش دهد و به این ترتیب استرس شبکه اندوپلاسمی 
ایجادشده را بهبود بخشد. در همین زمینه بلاچاندر و همکاران 
گزارش کردند که مصرف رزمارینیک اسید موجب کاهش بیان 
سلول های  در   IRE 1, ATF-6, eIF-α و   PERK پروتئین های 
HepG2 کبد قرار گرفته در معرض اسید اولئیک به عنوان یک 
اسید چرب می شود و استرس شبکه اندوپلاسمی در این سلول ها 

را تخفیف می دهد ]27[ .

 در مطالعه ای دیگر هونگ و تیمش بیان کردند که رزمارینیک 
اسید موجب کاهش میزان ,GRP78 PREK و IRE 1 شده و به 
واسطه مهار استرس شبکه اندوپلاسمی، آپوپتوز را در سلول های 
کبدی در معرض کادمیم سرکوب کرده است ]23[. علاوه براین 
 ،GRP78/IRE1α مسیر  مهار  است  توانسته  اسید  رزمارینیک 

موجب کاهش استرس در شبکه اندوپلاسمی شده و آسیب ریوی 
را در موش های سوری مبتلا به شوک ناشی از لیپوپلی ساکارید 
بهبود بخشد ]22[. این گزارشات همسو با نتایج به دست آمده از 
مطالعه حاضر است و نشان می دهد رزمارینیک اسید با کاهش 
بیان GRP78 و به موجب آن کاهش PREK و IRE 1 توانسته 

است استرس شبکه اندوپلاسمی را بهبود بخشد.

همان طورکه در بالا بیان شد افزایش القای PREK و IRE 1 با اثر 
بر مسیرهای ساخت و فعالیت پروتئین های تازه تشکیل شده موجب 
اختلال در عملکرد سلول های کبد می شود. یکی از این پروتئین های 
مهم، آپو لیپوپروتئین B است که در کبد ساخته می شود و با اتصال 
به تری گلیسریدها در لیپوپروتئین با چگالی بسیارکم9، موجب خروج 
آن ها از کبد و استفاده در بافت های مختلف می شود ]28[. درواقع در 
بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی، ایجاد استرس شبکه اندوپلاسمی 
با تجمع  و درنتیجه  پروتئین می شود  این  موجب کاهش ساخت 
داده های   .]6[ می یابد  افزایش  استئاتوز  کبد  در  تری گلیسریدها 
با کاهش استرس شبکه  این پژوهش نشان داد رزمارینیک اسید 

اندوپلاسمی، موجب افزایش بیان آپو لیپوپروتئین B شده است. 

در همین راستا، لی و همکاران بیان کردند که اگزندین به عنوان یک 
آگونیست لیپین 1 با بهبود استرس در شبکه اندوپلاسمی و کاهش 
بیان GRP78 موجب افزایش ساخت آپو لیپوپروتئین B در سلول های 
در   .]5[ است  شده  تونیکامایسین  معرض  در  قرارگرفته  کبدی 
مطالعه ای دیگر کمیلی موحد و همکاران گزارش کردند که استفاده از 
آلانتوئین در موش های سوری مبتلا به استئاتوهپاتیت با کاهش بیان 
GRP78 و AFT6 و درنتیجه کاهش استرس در شبکه اندوپلاسمی 
میزان بیان را در بافت کبد افزایش داده است ]21[. باتوجه به اینکه 
تاکنون مطالعه ای در مورد اثرات رزمارینیک اسید بر میزان بیان آپو 
لیپوپروتئین B انجام نشده است و این اولین مطالعه در این زمینه 
می باشد، به نظر می رسد استفاده از رزمارینیک اسید با کاهش بیان 
شاخص های استرس شبکه اندوپلاسمی و بهبود این اختلال موجب 
افزایش ساخت و عملکرد آپو لیپوپروتئین B در لیپوپروتئین با چگالی 
بسیارکم می شود و به این ترتیب با کمک به خروج تری گلیسریدها از 

کبد، موجب کاهش استئاتوز در کبد شده است.

نتیجه گیری

نتایج این مطالعه نشان داد رزمارینیک اسید با کاهش بیان 
استرس  مهم  شاخص های  به عنوان   IRE 1 و   GRP78, PREK
و  شده  سلولی  اختلال  این  بهبود  موجب  اندوپلاسمی  شبکه 
درنتیجه میزان آپو لیپوپروتئین B افزایش یافته است. این امر 
و  از کبد شده  تری گلیسریدها  بیشتر  به خروج  منجر  احتمالاً 

درنتیجه تجمع چربی در کبد را کاهش داده است.

9. Very-low-density lipoprotein (VLDL)
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