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Background and Objectives Continuous exercise with moderate intensity and the use of nanocurcumin 
supplementation has the potential to control and reduce tumors of the central nervous system, includ-
ing glioblastoma. We assessed the simultaneous effect of moderate-intensity continuous exercises and 
nanocurcumin supplementation on STAT3 gene expression in mice with glioblastoma multiforme brain 
tumors.
Subjects and Methods Thirty-five male Wistar rats were randomly divided into seven groups of five 
rats: basal control (BC), 4-week control (4wC), basal cancer control (BT), 4-week cancer control (4 wT), 
cancer+training (TE), cancer+nanocurcumin (TN), cancer+ exercise + nanocurcumin (TEN). After injection 
of cancer cells in the forehead, the animals were treated with nanocurcumin by gavage at the dose of 80 
mg/kg for 28 days, five days a week, and started moderate-intensity continuous training on the treadmill 
for four weeks, three days/weeks, 25 to 40 minutes per week at a speed of 18 m/min. Finally, and then 
rats were sacrificed and data were collected.
Results Moderate-intensity continuous training with nanocurcumin supplementation significantly re-
duced tumor volume and STAT3 gene expression in the TEN group (P<0.05). But this decrease was not 
significant in the TE and TN groups.
Conclusion It seems that with decreased STAT3 gene expression and brain tumor size, the combination 
of moderate-intensity continuous training and nanocurcumin supplementation has a therapeutic role in 
the treatment process of glioblastoma multiforme brain tumors.
Keywords Moderate-Intensity Continuous Exercise, Nanocurcumin Supplement, STAT3 Gene, Glioblas-
toma Multiforme
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G
Extended Abstract

Introduction

lioblastoma multiforme is the most ma-
lignant primary brain tumor that affects 
the central nervous system. This disease 
with an unpleasant prognosis and a high 

potential for growth, invasion, genetic heterogeneity, and 
resistance to standard treatments, such as surgery, radio-
therapy, and chemotherapy has the ability to relapse and 
high mortality. There is a strong correlation between in-
flammation and the rate of cancer progression. A group 
of regulatory molecules, including interleukin -6, which 
is a strong inflammatory cytokine, and STAT3, which is a 
member of the family of signal transducers and transcrip-
tion activators, play a role in angiogenesis, metastasis, and 
progression of cancer tumors. Increasing IL-6 expression 
with continuous STAT3 signaling causes tumor growth. 
On the other hand, curcumin, the active ingredient of 
turmeric and a polyphenol compound, has antioxidant, 
anti-inflammatory, and anti-cancer properties. Through 
disruption of signaling pathways, inhibition of transcrip-
tion factors, and reduction of inflammation, along with 
exercise, it can regulate the expression of tumor sup-
pressor genes and reduce angiogenesis, metastasis, and 
inflammation. But it should be kept in mind that the 
therapeutic use of this effective drug in cancer treatment 
is limited due to its low solubility, fast metabolism, and 
subsequently its poor bioavailability. For this reason, the 
use of curcumin nanoparticles due to their small size by 
crossing the blood-brain barrier can be a suitable method 
for the delivery of drugs in the treatment of brain tumors. 

Methods

 The present study is experimental with a control group, 
in which 35 healthy 8-week-old male Wistar rats with 
an average weight of 223 g were placed under labora-
tory conditions of 22 °C and 55% relative humidity and 
a 12-hour light-dark cycle. Then, the rats were randomly 
divided into seven groups of five rats, including the ba-
sic healthy control group (BC), 4-week healthy control 
group (4wC), basic cancer control group (BT), 4-week 
cancer control group (4wT), cancer+exercise group. TE), 
cancer group + nano curcumin (TN), and cancer group + 
exercise + nano curcumin (TEN). C6 cancer cells (10 µl) 
were injected into the control and intervention groups in 
the right frontal cortex. After one week of cancer induc-
tion and confirmation, the nanocurcumin supplement was 
gavaged for 28 days, five days a week, at a dose of 80 mg/
kg for TEN and TN groups. At the same time, the TE and 
TEN groups were subjected to moderate-intensity contin-

uous exercise on the treadmill for four weeks (intensity: 
60-70% of VO2max with a speed of 18 m/min, three days 
a week, 25 minutes a day in the first week and 40 minutes 
until the fourth week and 48 hours after the last training 
session, the rats were sacrificed and the brain tissue was 
taken out for tissue processing and STAT3 gene analysis. 
Then, the data were analyzed with SPSS software, ver-
sion 24 at a significance level of P≤0.05. 

Results

According to the ANOVA results, there was a signifi-
cant difference in tumor volume in the studied groups 
(P=0.001). The results of Tukey’s post hoc test for the 
tumor volume in the TNE group compared to the 4wT 
group showed a significant decrease (P=0.001). But in 
TE and TN groups, this reduction was not significant 
(P>0.05). Also, the tumor volume in the TEN group was 
significant compared to the TE group (P=0.01). Accord-
ing to the ANOVA results ANOVA for changes in the ex-
pression of the STAT3 gene, a significant difference was 
observed (P=0.001). The results of the post hoc test in the 
table below showed that there was a significant difference 
between the TEN group and the 4wT group (P=0.008). 
But there was no significant difference between the TE 
and TN groups (P<0.05). Also, no significant difference 
was observed between the TN group and the TE and TEN 
groups (P<0.05).

Discussion

The results of the present research showed that four 
weeks of continuous training with moderate intensity 
along with nanocurcumin supplementation reduced tu-
mor volume and inhibition of the STAT3 gene in TE, TN, 
and TEN groups compared to the 4wT group. These re-
sults indicated the positive effects of aerobic exercises and 
nanocurcumin supplementation as a non-pharmacologi-
cal method on the tumor tissue volume. Considering the 
limitations of conducting research on human and animal 
samples, it seems that four weeks of continuous training 
with moderate intensity along with nanocurcumin supple-
mentation has different mechanisms, such as disruption 
of the IL-6/STAT3 signaling pathway. Inhibition of tran-
scription factors and reduction of inflammatory cytokines 
and regulation of specific genes can play an effective role 
in reducing brain tumor growth through inhibition and 
reduction of STAT3 gene expression in rats with glioblas-
toma multiforme.

 Therefore, it can be claimed that nanocurcumin supple-
mentation and moderate-intensity aerobic exercise were 
effective in inhibiting the STAT3 oncogene. Probably, the 
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combination of these two interventions together, due to 
their special characteristics, i.e. shorter duration and nan-
ocurcumin supplement due to crossing the blood-brain 
barrier and the targeted transfer of the drug to the tumor 
site, to some extent can help to improve the quality of 
life of patients with glioblastoma as an effective adjuvant 
strategy along with other common treatment methods to 
suppress the STAT3 gene. But more research is needed 
for a definite result.
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زمینه و هدف تمرینات تداومی با شدت متوسط و استفاده از مکمل نانوکورکومین، پتانسیلی در جهت کنترل و کاهش تومورها ی سیستم 
عصبی مرکزی، از جمله گلیو بلاستوما دارد. هدف پژوهش حاضر اثرهم زمان تمرینات تداومی با شدت متوسط و مکمل نانوکورکومین بر 

بیان ژن STAT3 در موش های مبتلا به تومور مغزی گلیو بلاستوما مولتی فرم است.
روش بررسی در این پژوهش، 35 سر موش نر نژاد ویستار به طور تصادفی به 7 گروه 5 تایی،کنترل پایه )BC( کنترل 4 هفته )4wC(، کنترل 
سرطان پایه )BT(، کنترل سرطان 4 هفته )4wT(، سرطان+تمرین )TE(، سرطان+نانوکورکومین )TN(، سرطان+تمرین+ نانوکورکومین 
)TEN( تقسیم شدند. پس از تزریق سلول های سرطانی در قشر پیشانی حیوانات، با گاواژ مکمل نانوکورکومین به میزان 80 میلی گرم / 
کیلوگرم به  مدت 28 روز، 5 روز در هفته، وارد برنامه اصلی تمرین تداومی با شدت متوسط بر روی نوار گردان به مدت 4 هفته، 3 روز در 

هفته با سرعت 18 متر بر دقیقه، 25 تا40 دقیقه شدند. در پایان موش ها قربانی و داده ها جمع آوری شد.
  STAT3 یافته ها تمرینات تداومی با شدت متوسط به همراه مکمل نانو کورکومین به صورت معناداری باعث کاهش حجم تومور و بیان ژن

درگروه TEN شد )P<0/05(. اما این کاهش در گروه های TE و TN معنادار نبود. 
نتیجه گیری به  نظر می رسد با کاهش بیان ژن STAT3 و اندازه تومور مغزی، ترکیب فعالیت تداومی شدت متوسط و مکمل نانوکورکومین 

در روند تومور بدخیم گلیومابلاستومای مولتی فرم نقش کمک درمانی داشته باشد. 
کلیدواژه ها تمرینات تداومی شدت متوسط، مکمل نانوکورکومین ، ژن STAT3، گلیوبلاستوما مولتی فرم
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مقدمه

از مهم ترین عوامل مرگ ومیر در جهان است.  سرطان یکی 
برخی از سرطان ها ازجمله گلیوبلاستوما مولتی فرم1، بدخیم ترین 
تومور اولیه مغزی در بزرگسالان است که سیستم عصبی مرکزی 
یعنی نخاع یا مغز را درگیر می کند ]1[. گلیوبلاستوما مولتی فرم 
با پیش آگهی ناخوشایند و داشتن پتانسیل بالا برای رشد، تهاجم، 
ناهمگونی ژنتیکی، محافظت از سد خونی مغزی2   و مقاومت در برابر 
درمان های استاندارد مانند جراحی، رادیوتراپی و شیمی درمانی، 
دارای توانایی عود مجدد و مرگ و میر بالایی است؛ به طوری که 
بقای کلی بیماران بیش از 15 ماه نیست ]1، 2[. گلیو بلاستوما 
مولتی فرم ها از سلول هایی که بیانگر اصل و نسب آستروسیتی، 
عصبی یا هر دو آستروسیتی و عصبی هستند، تشکیل شده اند. 
گلیوبلاستوما می تواند از نو یا از آستروسیتومای درجه پایین نیز 

ایجاد شود ]3[. 

 STAT3 3 عضوی از خانواده فاکتورهای رونویسی STATs )مبدل 
سیگنال و فعال کننده رونویسی( و یک تنظیم کننده رونویسی 
 STAT3 مهم درگلیوبلاستوما و تومورزایی است؛ به طوري که مهار
با خاموش گرهای بیان ژنی shRNA 4 های خاص باعث توقف تکثیر 
و بقاي سلول هاي بنیادي گلیوبلاسـتوما GSC ها5 می شود ]3، 4[. 
مسـیر STAT3 در سلول هاي بنیادي نرمال، یک تنظیم کننده مهم 
است ]5[. شواهد نشان داده STAT3 نقش مهمی را در رگ زایی 
تحت شرایط فیزیولوژیکی و پاتولوژیکی علاوه بر بقای سلول در 
تکثیر، تمایز و ژن های سرطانی بازی می کند ]6[. این مطالعات، 
توسعه  و   STAT3 فعال سازی  بین  مستقیم  رابطه  نشان دهنده 
سرطان است ]7، 8[. گزارش شده است که STAT3 به عنوان یک 
واسط چند منظوره مهم، بسیاری ازجنبه های آنژیوژنز در سطح 
نسخه برداری را تنظیم می کند ]9[. به طوری که بیان STAT3 و 
پیام رسانی مداوم آن در بیشتر موارد منجر به تنظیم افزایشی 
سیگنال های پیش آنژیوژنیک و رشد تومور می شود ]10[. یونگ 
و همکاران، وایزنبرگر و همکاران نشان دادند که بیماران مبتلابه 
گلیوبلاستومای پیشرفته، دارای مقادیر بالاتری از STAT3 فعال 
نسبت به مبتلایان به درجات، پایین تر تومورهای مغزی می باشند 
]11، 12[. نتایج مطالعه یوسفی و همکاران نشان داد باتوجه به 
نقش STAT3 در تکثیر و بقای سلولی، هدف گیری STAT3 در 

درمان بیماران مقاوم می تواند مفید باشد ]13[.

کورکومین6 ماده موثره زردچوبه و یک ترکیب پلی فنولی با 
حلالیت آبی کم است ]14[. مطالعات نشان داده اند که کورکومین 
می تواند بر طیف وسیعی از سرطان ها مانند سرطان خون، مغز و 

1. Glioblastoma Multiforme (GBM)
2. Blood-Brain Barrie (BBB)
3. Signal Transducer And Activator Of Transcription3
4. Small hairpin RNA
5. Cancer stem cells
6. Curcumin

سینه مؤثر باشد. 

اصلی  مکانیسم  سلولی،  چرخه  تکثیر  مهار  آپوپتوز7،  القای 
با  کورکومین  است  سرطانی  سلول های  مرگ  در  کورکومین 
همچنین  و  متاستاز  و  رگ زایی  مهار  در  خود  عمل  مکانیسم 
اثرات  قوی،  ضدالتهابی  و  آنتی اکسیدانی  ترکیب  یک  به  عنوان 
درمانی خود را در مهار سرطان اعمال می کند ]15[. بررسي هاي 
انجام شده نشان مي دهد که کورکومین مولکولي پلیوتروپیک8  
را  سلول  در  مختلفي  اهداف  است  قادر  بدین معني که  است؛ 
شناسایي کند. این ترکیب، عوامل مشترك زیادي در سرطان ها 
را مورد هدف قرار مي دهد و خواص ضد سرطاني خود را در 
کورکومین   .]16[ است  رسانده  اثبات  به  از سرطان ها  بسیاري 
مسیرهای متعددی را در انواع مختلف تومور، مورد هدف قرار 
می دهد ]17[. در این راستا فونگ و همکاران سلول های گلیومای 
C6 موش صحرایی را مطالعه کردند و نشان دادند که کورکومین 
هدف  مورد  بالقوه  را  سرطانی  بنیادی  سلول های  است  ممکن 
قرار دهد ]18[. ژوانگ و همکاران دریافتند که کورکومین باعث 
تمایز سلول های شروع کننده گلیوم شده و رشد آن ها را از طریق 

اتوفاژی9 مهار می کند ]19[.

اثر  نداشتن  از کورکومین، علاوه بر  استفاده  مزایای دیگر  از   
سمیتی در دوزهای بالا برای سلول های سالم، می تواند با کاهش 
نقش  چندگانه،  دارویی  مقاومت  در  دخیل  پروتئین های  بیان 
تعدیل کننده مقاومت دارویی را اجرا کند ]20[. اما باید درنظر 
داشت که کاربرد درماني این داروي مؤثر در درمان سرطان به 
علت حلالیت کم، متابولیسم سریع و متعاقباً زیست ماندگاری10  
زمینه  در  نانوذرات11  کاربرد  امروزه  است.  محدود  آن  ضعیف 
رسانش داروهاي مختلف به سبب افزایش زیست ماندگاری دارو 
و هدفمندکردن آن، مورد توجه محققین قرار گرفته است. این 
ذرات مي تواند انحلال آبي داروهاي با خاصیت آب گریزي نظیر 
کورکومین را افزایش دهد. بنابراین انتقال دارویي بر پایة نانوذرات، 
ارائه بهتر مواد با خاصیت آب گریزي مانند کورکومین و رفع مشکل 
حلالیت کم آن را در پي خواهد داشت ]21[. استفاده از نانوذرات 
حاوی کورکومین امکان به کارگیری مفیدتر این ترکیب در افزایش 
با رساندن  از سد خونی-مغزی  دارورسانی به مغز توسط عبور 
موفق دارو به مغز، بدون تخریب سدخونی- مغزی می تواند روشی 
جدید، ایمن، هدفمند مؤثر، در درمان تومورهای مغزی به ویژه 

گیلومابلاستوما باشد ]22[. 

برکات و همکاران در مطالعه خود نشان دادندکه نانوکورکومین12 
از کورکومین آزاد در سرکوب رده های سلولی  می تواند مؤثرتر 

7. Apoptosis
8. Polytropic
9. Autophagy
10. Bioavailability
11. Nano Pariclesl
12. Nano-Curcumin

سعیده حاجی نجف و همکاران. اثر تمرینات تداومی و مکمل نانو کورکومین بر بیان ژن STAT3 در موش های مبتلا به گلیوما بلاستوما مولتی فرم
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سرطان انسانی باشد ]23[. 

می تواند  نانوکورکومین  که  می دهد  نشان  مطالعات  سایر 
باعث کاهش جمعیت سلول های سرطانی بنیادی در سلول های 
گلیوبلاستوما شود. گزارش شده که 10 میکرومولار نانوکورکومین 
کلون زایی رده های سلولی تومور مغزی را تا بیش از 97 درصد 
سرکوب کرده  است. این تأثیر تا حدی به دلیل کاهش فعالیت 
STAT می باشد که می تواند رشد تومور مهار کند ]17[. در رابطه 
بیشتر  کارسینوژن ها  با  مقابله  در  ورزشی  فعالیت های  نقش  با 
راستا،  این  در  انجام شده  همه گیرشناسی  به صورت  مطالعات 
مطالعات ورزشی و سرطان نشان می دهند که تمرینات ورزشی 
و  سرطانی  بیماران  عمر  طول  افزایش  سبب  می تواند  منظم 
کاهش مرگ ومیر ناشی از سرطان ها شود ]24[. تمرینات ورزشی 
هوازی یک ابزار غیردارویی مهم است که اثر ضدتوموری دارد و 
می تواند رشد تومور را کاهش دهد، به عنوان یک سرکوب کننده 
تومور عمل کند و بیان ژنی را به وسیله سازوکارهاي متفاوتی 
این وجود،  با  بیان ژن تنظیم کند ]25[.  مانند، خاموش شدن 
و  بدنی  فعالیت  اثرات محافظتی  دقیق  زیربنایی  مکانیسم های 
ورزشی در پیشگیری از این بیماری ها،  هنوز به خوبی شناخته 

نشده است ]25[. 

اگرچه در زمینه تأثیر هم زمان فعالیت ورزشی تداومی با شدت 
متوسط و القای تومور مغزی بر بیان ژن STAT3 مطالعه ای انجام 
نشده اما نتایج پژوهش بتوف و همکاران در موش هاي مبتلابه 
سرطان پستان نشان دادند، تمرین هوازي به عنوان یک روش 
درمانی مناسب، می تواند رشد تومور را درگروه هایی که تمرین 
هوازي انجام داده بودند نسبت به سایر گروه ها تا دو برابر کاهش 
دهد ]26[. زیلینسکی و همکاران نشان دادند فعالیت ورزشی بر 
رشد تومور با اثرگذاري بر ریز محیط تومور اثرگذار است، و منجر 
به تأخیر در رشد تومور می شود ]27[. توجه به اینکه که مدل های 
بالقوه ورزش و  ابزار مفیدی برای بررسی سازوکارهای  حیوانی 
سرطان می باشند. می توان نوع و شدت ورزش و تداخلات دیگر 
را در ریزمحیط تومور به صورت دقیق را کنترل کرد. همچنین، 
می توان براساس نوع تومور در مدل های حیوانی ورزش مناسب 
را برای طراحی برنامه ورزشی تعیین کرد ]25[. اما سازوکارهاي 
سلولی مولکولی و نحوه اثرات ورزش بر مسیرهاي سیگنالی مؤثر 
بر رشد تومور در مدل هاي حیوانی و انسانی هنوز به طور کامل 
شناخته نشده اند و مطالعات انجام شده در این مورد اندك است. 
از این رو تحقیقی که تأثیر فعالیت ورزشی به همراه استفاده از 
مکمل نانوکورکومین بر مسیر پیام دهی STAT3 در تعدیل خطر 
بروز و عود تومورهای سرطانی  به ویژه گلیوبلاستوما را بررسی 
کرده باشند، محدود است. لذا این پرسش مطرح است که آیا اثر 
هم زمان تمرینات تداومی با شدت متوسط و مکمل نانوکورکومین 

می تواند باعث مهار آنکوژن STAT3 شود یا خیر؟ 

روش بررسی 

و  میدانی  شیوه  به  و  بوده  تجربی  نوع  از  حاضر  پژوهش   
آزمایشگاهی انجام شده است. تعداد 35 سر موش نرسالم نژاد 
ویستار 8 هفته ای با میانگین وزنی 16/99±223 گرم از انیستیتو 
پاستور خریداری و به اتاق حیوانات دانشگاه منتقل شد. به صورت 
جداگانه در قفس های پلی کربنات شفاف )هر 5 رت در یک قفس( 
تحت شرایط آزمایشگاهی2±22 درجه سانتیگراد و رطوبت نسبی 
55 درصد و چرخه روشنایی-تاریکی 12 ساعته قرار گرفتند. غذای 
استاندارد پلت و آب به صورت آزاد در اختیار رت ها قرار داشت. 
پس از یک هفته آشناسازی با محیط آزمایشگاه و تمرین بر روی 
نوار گردان، موش ها به صورت تصادفی به 7 گروه 5 تایی شامل 
 ،)4wC( گروه کنترل سالم 4 هفته ،)BC( گروه کنترل سال، م پایه
گروه کنترل سرطان پایه )BT(، گروه کنترل سرطان 4 هفته 
)4wT(، گروه سرطان+تمرین )TE(،گروه سرطان+نانوکورکومین 
)TN(، گروه سرطان+تمرین+نانوکورکومین )TEN( تقسیم شدند. 

 TEN و BT ،4wT ،TN ،TE درگروه ها C6سلول های سرطانی
در قشر پیشانی راست به میزان10 میکرولیتر به موش ها تزریق 
شد. گروه کنترل سالم 4 هفته )4wC( و گروه کنترل سرطان 
4 هفته )4wT( که هرکدام شامل 5 سر موش بودند. هیچ گونه 
فعالیتی تا زمان قربانی کردن حیوانات انجام نمی دادند. پس از 
گذشت یک هفته از القاء و تأیید سرطان درحیوانات، مکمل نانو 
کورکومین طبق مطالعه ویجایاکوروپ و همکاران آماده سازی شد 
]28[، که برای مدت 28 روز، به مدت 5 روز در هفته، با دُز 80 
میلی گرم /کیلوگرم مکمل نانوکورکومین برای گروه های TEN و 
TN گاواژ شد. هم زمان پروتکل تمرینی براساس پروتکل ال-جاراح 
و همکاران  طراحی و آغاز شد ]29[. براساس این پروتکل، به 
منظورکاهش استرس و سازگاری با شرایط نوار گردان، رت ها در 
طی یک هفته با سرعت10-5 متر بر دقیقه و به  مدت 5 تا 10 
دقیقه و 3 روز در هفته بر روی نوار گردان راه رفتند. گروه های 
TE وTEN مطابق جدول شماره 1 تمرینات هوازی تداومی را به 
مدت 4 هفته، 3 روز در هفته و با سرعت 18 متر بر دقیقه بر روی 
تردمیل انجام می دادند. مدت زمان تمرین برای سازگاری در هفته 
اول 25 دقیقه در روز بود که با افزایش هفتگی 5 دقیقه، این مدت 
در هفته چهارم به40 دقیقه رسید که تا پایان هفته ادامه داشت.

 گروه های BC وBT یک هفته پس از القای سرطان و بقیه موش ها 
48 ساعت پس از آخرین جلسه تمرین، پس از بی هوش  شدن با 
محلول زایلازین و کتامین قربانی شدند. بافت مغز آن ها بلافاصله 
در ازت مایع فریز شد و در دمای70- درجه سانتی گراد نگهداری 
شد. برای انجام ادامه مراحل استخراج اسید ریبونوکلئیک 13 به 
اسید  استخراج  از  پس   STAT3 ژن  شد.  فرستاده  آزمایشگاه 
ریبونوکلئیک و ساخت مکمل دزوکسی ریبونوکلئیک اسید14 با 

استفاده از روش Real-time PCR اندازه گیری شد. 

13. RiboNucleic Acid (RNA )
14. Complementary DeoxyriboNucleic Acid (cDNA )
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کشت سلول های گلیوما 

 سلول های گلیوبلاستومای موشی رده C6 )مرکز ملی ذخایر 
ژنتیکی( تهیه شد. سلول های C6 در فلاسک در محیط 300 
میلی گرم/   720 پنی سیلین،   15  RPMI میلی گرم/میلی لیتر 
میلی لیتر استرپتومایسین )داروسازی جابربن حیان( و 2 گرم در 
لیتر سدیم  بی کربنات 10 درصد کشت داده شد. محیط کشت 
بر روی 7/1  نهایی 1000 میلی لیتر، pH آن  به حجم  سلولی 
تنظیم شد. مایع رویی پس از شست وشو با بافر نمکی فسفات16 
و محلول تریپسین-EDTA 25 درصد و با محیط FBS 10 درصد 
خنثی سازی شد. سپس محلول با 1200 دور در دقیقه به مدت 5 
دقیقه سانتریفوژ و سلول ها جداسازی  شد. تراکم اولیه برای کشت 
سلول 100000 سلول/سانتی متر مربع درنظر گرفته شد. درنهایت 
برای شمارش و بقای سلولی از 10 میکرولیتر رنگ تریپان  بلو )0/4 
درصد وزنی حجمی( و 90 میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی و لام 
نئوبار استفاده شد. درصد سلول های رنگ گرفته )آبی( به  عنوان 

درصد سلول های مرده تعیین شد. 

دزوکسی  مکمل  ساخت  و  ریبونوکلئیک  اسید  استخراج 
ریبونوکلئیک اسید 

 Isol RNA- به نسبت 1 به 10 در RNA total جهت استخراج
reagent Lysis مطابق با دستور کار کیت )کیاژن، آلمان( هموژن 

15. Roswell Park Memorial Institute
16. Buffered Saline Pho (PBS)

 ,4 ْ C شد. به منظور برداشتن اجزاي پروتئینی محصول حاصل در
10 دقیقه با دور 12000سانتریفیوژ شد. سوپرناتانت برداشته و 
با نسبت 1 به 5 درصد با ایزول اولیه با کلروفورم مخلوط شد. 
ْ 4، 15دقیقه با دور 12000سانتریفیوژ و بخش   C محصول در
معدنی و آبی از هم جدا شدند. بخش محتواي اسید ریبونوکلئیک 
برداشته و با نسبت 1به 5 درصد با ایزوپروپانل مخلوط و به مدت 
10 دقیقه در دماي اتاق رها و سپس در C 4ْ، 10دقیقه با دور 
در  ریبونوکلئیک  اسید  پلیت حاوي  سانتریفیوژ شد.   ،12000
µL20 آب Free-RNAs حل شد. غلظت اسید ریبونوکلئیک با 
استفاده از دستگاه نانو دراپ سنجیده و نسبت 260 به 280 بین 
1/8 تا 2 به عنوان تخلیص مطلوب تعریف شد. پس از استخراج 
اسید ریبونوکلئیک با خلوص و غلظت بالا از تمامی نمونه های 
مورد مطالعه، مراحل سنتز مکمل دزوکسی ریبونوکلئیک اسید 
و  انجام شد  آمریکا(  )فرمنتس-  سازنده  پروتکل شرکت  طبق 
سپس مکمل دزوکسی ریبونوکلئیک اسید سنتز شده جهت انجام 

واکنش رونویسی معکوس مورد استفاده قرار گرفت.

TRq-PCR با STAT3 طراحی پرایمرها و بررسی بیان ژن

پرایمر  حاوی  مقطر  آب  از  پرایمرها  آماده سازی  برای 
لیوفیلیزه10 میکرولیتر، پرایمر جلویی17 و پرایمر معکوس18 0/5 
میکرولیتر، مکمل دزوکسی ریبونوکلئیک اسید 1 و آب دپس19 

17. Primer Forward
18. Primer Revers
19. DEPC Water

جدول 1. پروتکل تمرین هوازی تداومی بر روی نوار گردان

تکرار )روز در هفته(مدت زمان )دقیقه در روز(سرعت )متر بر دقیقه(دوره تمرین

53 تا 510 تا 10مرحله آشناسازی

C6 تزریق سلول سرطانی

هفته

18253اول

18303دوم

18353سوم

18403چهارم

Real-time و ژن مرجع در STAT3 جدول 2. توالی پرایمرهای مورد استفاده برای ژن

ژنپرایمر جلوییپرایمر معکوسطول محصولشماره دسترسی

XM_006247258.4nt 178CCAGAACCCCTGAGGTACAAGCAGTCATTGCTCTCCCTTCSTAT3

CCCCATTTGATGTTAGCGGGCAAGTTCAAGGGCACAGTCAGAPDH

 GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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با   q RT-PCR به روش بیاژن  برای  استفاده شد.  میکرولیتر   8
استفاده از محلول کیازول، اسید ریبونوکلئیک کل سلول ها طبق 
پروتکل سیناژن استخراج شد. کیفیت اسید ریبونوکلئیک های 
استخراج شده با دستگاه اسپکترفتومتری مورد ارزیابی قرار گرفت. 
جهت تهیه مکمل دزوکسی ریبونوکلئیک اسید تک رشته ای از 
پرایمر Oligo dt و آنزیم نسخه برداری معکوس براساس پروتکل 
 ABI Step One در دستگاه PCR مربوطه انجام شد. هر واکنش
طبق پروتکل شرکت سازنده انجام گرفت. چرخه های واکنشی 
Real-Time PCR برای ژن STAT3 با سه دمای 94، 60 و 72 
درجه سانتی گراد انجام شد. نمودار ذوب )ملتینگ( جهت بررسی 
صحت واکنش های PCR انجام شد. از GAPDH 20 به عنوان ژن 
مرجع STAT3 استفاده شد. میزان بیان ژن های کنترل و تجربی 
به صورت توأمان با هم اندازه گیری شد. پرایمرهای مورد استفاده 

در جدول شماره 2 آمده است. 

تزریق سلول های سرطانی و ایجاد تومور مغزی

بر  شوند.  سرطانی  موش ها  بود  لازم  مطالعه،  شروع  از  قبل 
 C6 گیلومابلاستوما  شده  داده  کشت  سلول های  اساس  همین 
پس از بیهوش کردن موش ها با استفاده ازکتامین )80 میلی گرم/ 
برش  ایجاد  با  کیلوگرم(  میلی گرم/   10( وزیلازین  کیلوگرم( 
پوستی در ناحیه پشتی جمجمه و برداشتن پریوستوم براساس 
و دستگاه  انفوزیون  پمپ  از  استفاده  با  دستورالعمل سوانسون 
استریوتاکسی در ناحیه قشر پیشانی راست با عمق 2/5 میلی متر، 
مغز موش ها به حجم 10 میکرولیتر با غلظت با غلظت 105در 5 
سلول / 30 میکرو لیتر تزریق شد. سایز تومور پس از قربانی کردن 
حیوانات توسط کولیس دیجیتال اندازه گیری شد. پس از پردازش 

20. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

و  بررسی  ائوزین مورد  و  با هماتوکسیلین  بافتی و رنگ آمیزی 
تأیید بافت شناسی قرار گرفت. درجه بندی تومور به صورت 1 تا 4 
درجه بندی شد. درجه 4 بالاترین درجه آسیب و درجه 1 کم ترین 

میزان آسیب بافتی می باشد]30[. 

تهیه مکمل نانوکورکومین 

برای آماده سازی نانوکورکومین از 500 میلی گرم کیتوزان، 50 
میلی لیتر محلول اسید استیک 2 درصد، کورکومین، اتانول )1 
میلی لیتر / میلی گرم( و 15 میلی لیتر 1درصد وزنی-حجمی از 
محلول TPP استفاده شد. محلول تهیه شده به مدت 1 ساعت هم 
زده شد. در 10000 دور در دقیقه به مدت 30 دقیقه سانتریفیوژ 
شد و نانوذرات کیتوزان محصور در کورکومین به دست آمد. از 
نانوکورکومین تجاری ساخته شده اکسیر نانو سینا )تهران، ایران( 
به عنوان نمونه مقایسه ای کیفیت محصول استفاده شد. درنهایت 
پس از تهیه محصول برای هر حیوان 80 میلی گرم به ازای هر 

کیلوگرم وزن بدن استفاده شد ]28[.

روش آماري

تمامی داده ها به صورت میانگین و انحراف استاندارد توصیف 
شده اند. به منظور تعیین طبیعی بودن داده ها از آزمون کولموگروف 
سمیرنوف استفاده شد. همچنین همگنی واریانس ها با آزمون لون 
سنجیده شد. به منظور تعیین معنادار بودن تفاوت بین متغیرها 
در گروه ها از آزمون آماري آنووا یک راهه و آزمون تعقیبی توکی 
استفاده شد. تجزیه وتحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار آماري 
SPSS نسخه 24 در سطح معناداري P≤0 /05 و نرم افزار گراف 

پد پریسم انجام شد.

جدول 3. توصیف شاخص ها در گروه های مورد مطالعه

متغیر
گروه ها

میانگین±انحراف معیار

حجم تومور
 )میلی متر مکعب(

 ژن
 STAT3 

)BC( 0/4750±1-کنترل سالم پایه

) 4wC( 0/1655±0/33331/1520±0/5774کنترل سالم 4 هفته

 )BT( 1/9960±8/9295-کنترل سرطان پایه

)4wT( 1/6125±0/57749/6106±3/667کنترل سرطان 4 هفته

 )TE( 2/6012±0/57744/7140±3/333سرطان تمرین

)TN( 2/0184±0/57744/8213±2/667سرطان+نانوکورکومین

)TEN( 0/5175±0/57742/9178±1/667سرطان+تمرین+ نانوکورکومین
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یافته ها

در جدول شماره 3 یافته های توصیفی تحقیق ارائه شده است. 
جدول شماره 4 نشان می دهد که بین میانگین حجم تومور در 
 .)P=0/01( دارد  وجود  معنادار  تفاوت  مطالعه  مورد  گروه های 
براساس نتایچ حاصل از گروه ها نشان داد که حجم تومور در گروه 
4wT نسبت به سایر گروه ها بیشتر بود. همچنین نتایج آزمون 

تحلیل واریانس یک طرفه براي حجم تومور در گروه های مورد 
مطالعه تفاوت معناداری را نشان داد )P=0/001( )جدول شماره 
4(. باتوجه به تصویر شماره 1 اندازه تومور در گروه TE ،TN در 
مقایسه با گروه 4wT کاهش یافته اما در گروه TEN در مقایسه با 
سایر گروه ها کاهش چشمگیر داشت )P=0/01( )جدول شماره 5(.

 ،STAT3 در بررسی نتایج بین گروهی برای تغییرات بیان ژن
معناداری مشاهده شد. )P=0/001( )جدول شماره 6(.  تفاوت 

جدول 4. نتایج آزمون تحلیل واریانس یک طرفه براي حجم تومور

ارزشFمجموع مربعاتدرجه آزادیمیانگین مربعاتمنبع تغییرات
P

* 5/5000422/0016/500/001بین گروهی

0/3333103/333درون گروهی

1425/33کل

 P≤ 0/05 سطح معناداری *

جدول 5. نتایج آزمون تعقیبی توکی برای حجم تومور

Pمیانگین±انحراف معیارگروه ها 

)4wC( کنترل سالم 4 هفته

4wT10/00±- 3/3330/001 *

TE9/000±-3/0000/001 *

TN7/000±-2/3330/001 *

TEN4/000±-1/333ns

)4wT( کنترل سرطان 4 هفته

TE0/3333±1/000 ns

TN3/000± 1/000ns

TEN6/000 ±2/0000/01*

 )TN( سرطان+نانوکورکومین
TE2/000±-0/666ns

TEN3/000 ± 1/000ns

)TE( سرطان+ تمرینTEN5/000 ±1/6670/001*

 P≤ 0/05 سطح معناداری *

STAT3 جدول 6. نتایج آزمون تحلیل واریانس یک طرفه براي بیان ژن

ارزشFمجموع مربعاتدرجه آزادیمیانگین مربعاتمنبع تغییرات
P

* 59/5536357/32023/2290/001بین گروهی

2/5642871/564درون گروهی 

34429/104کل

P≤ 0/05 سطح معناداری *
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تصویر 1. میانگین اندازه تومور در گروه های مورد 

تصویر 2. مقایسه بیان ژن STAT3 در گروه های مورد مطالعه با گروه کنترل

STAT3 جدول 7. نتایج آزمون تعقیبی برای بیان ژن

Pمیانگین±انحراف معیارگروه ها 

)4wC( کنترل سالم 4 هفته

4wT 0/7249±- 4586/ 80/006*

TE 1/1656 ± -3/56200/551

TN0/9057±-3/66930/273

TEN 0/ 2430±-1/ 76570/019*

)4wT( کنترل سرطان 4 هفته

TE4/8965 ±1/36860/186

TN4/7892±1/15530/073

TEN 6/6928 ±0/75730/002*

)TE( سرطان+تمرین
TN1/4724±-0/1703 1/000

TEN1/7962±1/86090/996

)TN( سرطان+نانوکورکومینTEN1/9035 ± 0/93910/506

P≤ 0/05 سطح معناداری *
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شماره 7  در جدول  تعقیبی  آزمون  از  حاصل  نتایج  همچنین 
نشان داد که گروه TEN با گروه 4wC و 4wT تفاوت معنادار 
ندارد  وجود  معناداری  تفاوت   TE ،TN گروه های  در  اما  است 
 )P<0/05(. گروه TE در مقایسه با دو گروه TN )P=1/000( و

 P=0/996( TEN( اختلاف معناداری مشاهده نشد )جدول شماره 
7(. مقایسه بین دو گروه TN و TEN نیز نشان داد که بین این دو 
گروه نیز تفاوت معنادار وجود ندارد )P=0/506(. درحالی که میزان 
بیان ژن STAT3 در گروه TEN با گروه P=0/019( 4wC( و گروه 
P=0/002( 4wT(کاهش معناداری مشاهده شده است )جدول 

شماره 7 و تصویر شماره 2(. 

بحث

نتایج تحقیق حاضر نشان داد که 4 هفته تمرین تداومی با 
کاهش  موجب  نانوکورکومین  مکمل  همراه  به  متوسط  شدت 
حجم تومور و مهار ژن STAT3 در گروه های TE ،TN و TEN در 
بافت تومور موش های نر مبتلابه سرطان مغز شد. مقایسه بیان ژن 
STAT3 در گروه TEN که تمرینات هوازی و مکمل نانو کورکومین 
را به طور هم زمان مصرف می کردند کاهش معناداری نسبت به دو 
گروه TE وTN با گروه 4wT نشان داد؛ درحالی که هیچ تفاوت 
گروه  و  نانوکورکومین  گروه  تمرین،  گروه های  بین  معناداری 
تمرین+نانوکورمین مشاهده نشد )جدول شماره 7(. این نتایج 
حاکی از اثرات مثبت تمرینات هوازی و مکمل نانو کورکومین در 
 STAT3 سطح بافت تومور است ]31[. باتوجه به افزایش بیان ژن
در گروه 4 هفته تومور )4wT( نسبت سایرگروه های مورد مطالعه 
می توان ادعا کرد که مکمل نانوکورکومین و تمرین هوازی در مهار 

انکوژن STAT3 مؤثر بوده است.

 در تحقیق کنونی، STAT3 در توالی های مختلف سیگنالینگ 
درگیر در تومور مغزی دخیل بوده که با افزایش بیان آن سلول را 
به سمت سرطانی شدن پیش می برد. فعالیت آن پس از مصرف 
نانوکورکومین و تمرین ورزشی حجم تومور و ژن مورد بررسی 
کاهش یافته و سرطان مهار شده است. مطالعات مختلف نشان 
و   B K) کینار21  پروتئین  سرکوب  با  کورکومین  که  می دهد 
STAT3 ازطریق سیگنال دهی پروتئین کیناز N ترمینال و مهار 
مسیر IL-6 JAK// STAT3 22 موجب اتوفاژی، توقف تکثیر و بقای 
سلول های گلیومابلاستوما و کاهش تهاجم می شود ]34-32[. 
STAT3 به عنوان میانجی پیامدهای مهمی در بیماری های بدخیم 
گلیوبلاستوما  ازجمله  انواع سرطان ها  از  درصد  در70  که  بوده 
به طور ناخواسته افزایش یافته و به عنوان یک آنکوپروتئین عمل 
می کند. پیام رسانی مدوام آن در بیشتر موارد منجر به تنظیم 
التهاب آور شده که درنهایت منجر به رشد  پیش آنژیوژنیک و 
 STAT3 تومور می شود ]3[. در تحقیق موراکامی و همکاران ژن

21. ATK
22. Signal transducer and activator of transcription 3/Janus kinase/
Ienterlokin-6)

را به عنوان یکی از ژن های کلیدی در رشد و تکامل، تکثیر و بقای 
سلول های توموری می دانند ]35[. در پاسخ به سایتوکاین های 
التهابی نظیر STAT3 و اینترلوکین-6 فسفوریله می شود. لئو و 
همکاران نیز نشان داده اند که اینترلوکین-6 به طور مستقیم سبب 
فعالیت مبدل سیگنالینک و فاکتورهای فعال کنننده رونویسی 
STAT3 می شود که می تواند سبب نئوپلازی23 و تشکیل تومور 
شودد ]34[. در مورد سازوکار اثر عامل التهابی اینترلوکین6 در 
مسیرهای التهابی، لیپولوز و  همکاران در تحقیقی بیان کرددند که 
6IL- ازطریق گیرنده های خود در سطح سلول، سبب فعال شدن 
مورفولوژیک  تغییرات   ،STAT3 مهار و  انکوژن STAT3 می شود 
فعالیت  بنابراین  دارد  همراه  به  را  تومور  کاهش شکل گیری  و 
STAT3 در تغییر شکل سلولی مهم و حیاتی است ]36[. اگرچه 
اندازه گیری سایتوکاین پیش التهابی 6IL- به عنوان محدودیت های 
اصلی این تحقیق محسوب می شود، اما به استناد یافته های فوق 
عامل  افزایش  ازطریق  می تواند   STAT3 فعالیت  گفت  می توان 
پیش التهابی 6IL- باشد. براساس یافته های حاصل از تحقیق حاضر 
تمرینات تداومی با شدت متوسط باعث مهار فعالیت STAT3 و 
کاهش حجم تومور درگروه TE شد. فعالیت های ورزشی می تواند 
ازطریق تعدیل سایتوکاین های پیش التهابی، اثر ضدالتهابی داشته 

باشد ]37[. 

ورزشی  تمرینات  طریق  از   STAT3 انکوژن  بیان  در  کاهش 
استقامتی، به عنوان یکی از سازوکارهای مؤثر تمرینات ورزشی 
هوازی به شمار می رود. لونز و همکاران در بررسی خود نشان دادند 
که تمرینات استقامتی تا حدودی می تواند سبب تغییر برخی 
از عوامل انکوژنی و مسیرهای پیام دهی شود ]38[. اگرچه در 
زمینه انجام تمرینات تداومی در زمینه مهار تومورهای مغزی 
یافته ها اندك است ولی نشان داده شده که تمرینات استقامتی 
می تواند سبب کاهش مهار فعالیت STAT3 و کاهش حجم تومور 
درخصوص   .]39  ،31[ شود  سینه  سرطان  مبتلابه  موش های 
حفاظتی تمرین در مقابل تومورهای مغزی می توان به دو عامل 
تمرینات  به خصوص  بدنی  فعالیت  تأثیر  احتمالی  سازکار  یا  و 
استقامتی با شدت متوسط یعنی کاهش التهاب و بهبود سیستم 
ایمنی اشاره کرد ]40[. اما سازوکار کاهش حجم تومور به طور 
دقیق مشخص نشد و مسیر پیشنهاد شده در این پژوهش یک 

سازوکار احتمالی است. 

نتایج پژوهش حاضر به طور کلی حاکی از اثرات مفید ورزش 
در پیشگیری و کاهش سرعت رشد تومور در موش های مبتلابه 
رشد  و   STAT3 ژن  بیان  کاهش  مطالعه،  این  در  است.  مغزی 
تومور را ناشی از تأثیرگاواژ نانو کورکومین به تنهایی و همراه با 
فعالیت ورزشی در گروه TN ،TEN تأکیدی بر نقش ضدسرطانی 
کورکومین و تمرین تداومی با شدت متوسط در کندشدن رشد 
اثر  هم،  با  مداخله  دو  این  ترکیب  احتمالاً  می باشند.  سرطان 

23. NeoPlasia 
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مهاریشان در رشد تومور مغزی را چشمگیرتر می کند و می تواند 
التهابی  مکانیزم های  و  عوامل  مهار  برای  مؤثرتر  پتانسیل  یک 
ازجمله مسیر STAT3/JAK/IL-6  باشد که با مهار بیان ژن هاي 
و  متاستاز  سلولی،  تکثیر  کاهش  STAT3 سبب  ازجمله  تومور 
حجم تومور شود ]6، 41[. سنفت و همکاران رده های سلولی از 
گلیوبلاستوما مولتی فرم اولیه و عودکننده انسان را مورد مطالعه قرار 
داده و نشان دادند که کورکومین با مهار مسیر JAK/STAT3 باعث 
کاهش رشد سلولی، مهار مهاجرت و کاهش تهاجمی سلول های 
گلیو بلاستوما می  شود ]42[. مشابه با تحقیق حاضر، زانوتو فیله 
و و همکاران نشان دادند که کاشت C6 در مدل گلیومای موش، 
کورکومین باعث کاهش حجم تومور مغزی می شود ]43[. مشابه 
نانوکورکومین می تواند  آن لیم و همکاران نیز نشان دادند که 
رشد تومور بدخیم گلیوبلاستوما را تا حدودی به دلیل کاهش 
فعالیت STAT3 مهارکند ]17[. دلفان و رمزی گزارش کردندکه 
اثر هم  افزایی ترکیب تمرین استقامتی و مکمل یاری کورکومین 
ازطریق مهار مسیرهای التهابی منجر به کاهش رشد سلول  های 
سرطانی پستان در موش های بالب سی  می شود ]44[. به طورکلی، 
نتایج پژوهش حاضر، مزایای استفاده از تمرین هوازی تداومی به 
همراه مکمل یاری نانوکورکومین در نقش کمکی در درمان و 
کاهش سرعت رشد تومورهای مغزی بدخیم در مطالعات حیوانی 
را نشان می دهد؛ هرچند تا قطعی شدن این نتایج، انجام مطالعات 

آینده ضروری می باشد. 

 نتیجه گیری

 باتوجه به محدودیت انجام تحقیق در نمونه های انسانی و انجام 
تحقیق در حوزه مطالعات حیوانی، به نظر می رسد تمرین تداومی با 
شدت متوسط، نانوکورکومین و همچنین ترکیبی از این دو مداخله 
مهار  ازطریق  مغزی  تومور  در کاهش رشد  مؤثری  نقش  می تواند 
گلیوبلاستومای  مبتلابه  موش های  در   STAT3 ژن  بیان  کاهش  و 
مولتی فرم داشته باشد. و احتمالاً می تواند در افزایش چشمگیرتر 
تأثیرات مهاری در کندشدن و مهار رشد سرطان نقش داشته باشد. 
یافته های این تحقیق می تواند تا حدودی جهت کمک به افراد مبتلابه 
گیلوبلاستوما که به طور هم زمان از ترکیب این دو مداخله استفاده 
می کنند به عنوان یک راهکار کمکی در کنار سایر روش های درمانی 

تأثیرگذار بر سرکوب ژن STAT3 قابل استفاده باشد. 
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